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Uber die Pentdyopentreaktion 
V. Mitteilung 3) 


Von 
Henning von Dobeneck 
Mit Tafel I 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Miirz 1942) 


Die zwei letzten Mitteilungen zur Pentdyopentreaktion (PR.) 
befassen sich getrennt mit den beiden Vorstufen zur PR. und 
zwar dem Propentdyopenttyp (1) und dem der ¢,¢’- Dioxypyrrome- 
thene (II), wobei im ersteren Fall iitber die Bindung des einen 
Molekiils Wasser noch keine bestimmte Aussage gemacht wurde, 
withrend bei dem letzteren Verbindungstyp die Verlagerung eines 
Wasserstoffatoms an die Kohlenstoffhriicke angenommen wurde?®). 
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Die friiher dargelegte Auffassung, daB es sich bei den beiden 
in Frage kommenden Verbindungstypen J und II um verschiedene 
Oxydationsstufen, und zwar beim Propentdyopent um die héher 
oxydierte Verbindung handelt, ist aufs neue durch eine Anzahl 
Sauerstoffanalysen, die ich der Freundlichkeit von Herrn Dr. Unter- 
zaucher, I.G.Werk Leverkusen, verdanke, bestiitigt. Im Versuchs- 
teil sind die Resultate der Sauerstoffanalysen des Propentdyopents 
aus Bilirubin (identisch mit dem isolierten natiirlichen), zweier Pro- 
pentdyopentkomplexsalze und eines Dioxypyrromethens angegeben. 

Die Frage, ob beide oder nur einer dieser Verbindungstypen 
im Harn auftritt, ist durch die Isolierung eines Propentdyopents 


1) IV. Mitteilung: Diese Z. 270, 223 (1941). 
*) Z. phys. Chem. (A) 190, 43 (1941). 
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Uber die Pentdyopentreaktion 
V. Mitteilung ?) 


Von 
Henning von Dobeneck 
\ Mit Tafel I 


) 


(Aus dem Organisch{chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Miirz 1942) 


Die zwei letzten Mitteilungen zur Pentdyopentreaktion (PR.) 
befassen sich getrennt mit den beiden Vorstufen zur PR. und 
zwar dem Propentdyopenttyp (I) und dem der e,«’- Dioxypyrrome- 
thene (II), wobei im ersteren Fall iiber die Bindung des einen 
Molekiils Wasser noch keine bestimmte Aussage gemacht wurde, 
wihrend bei dem letzteren Verbindungstyp die Verlagerung eines 
Wasserstoffatoms an die Kohlenstoffbriicke angenommen wurde’). 
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Die friither dargelegte Auffassung, daB es sich bei den beiden 
in Frage kommenden Verbindungstypen I und II um verschiedene 
Oxydationsstufen, und zwar beim Propentdyopent um die héher 
oxydierte Verbindung handelt, ist aufs neue durch eine Anzahl 
Sauerstoffanalysen, die ich der Freundlichkeit von Herrn Dr. Unter- 
zaucher, I.G.Werk Leverkusen, verdanke, bestatigt. Im Versuchs- 
teil sind die Resultate der Sauerstoffanalysen des Propentdyopents 
aus Bilirubin (identisch mit dem isolierten natiirlichen), zweier Pro- 
pentdyopentkomplexsalze und eines Dioxypyrromethens angegeben. 

Die Frage, ob beide oder nur einer dieser Verbindungstypen 
im Harn auftritt, ist durch die Isolierung eines Propentdyopents 


1) IV. Mitteilung: Diese Z. 270, 223 (1941). 
*) Z. phys. Chem. (A) 190, 43 (1941). 
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9 H. von Dobeneck, 


aus Gallensteinen’) noch in keiner Weise entschieden, da zuweilen 
im Harn mit starker PR. bei Zugabe von Alkali schon vor der 
Reduktion intensive Rotfiirbung ohne charakteristischen spektro- 
skopischen Befund beobachtet werden kann, eine Erscheinung, 
die fiir die Anwesenheit von Dioxypyrromethenen sprechen wiirde. 
In der vorliegenden Arbeit wird nun das Hydrierungsprodukt der 
zwei obengenannten Verbindungstypen, der Dioxypyrromethan- 
typ (IID), besprochen, dessen natiirliches Vorkommen auch in Be- 
tracht gezogen werden kinnte, da er, wie spiter ausgefiihrt, die 
Bedingungen der PR. erfiillt. Es wird jedoch erst nach Vorliegen 
umfangreichen Beobachtungsmaterials méglich sein, auch diese Frage 
ersch6pfend zu beantworten. 


Il | 
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Sowohl Propentdyopente als «,e’-Dioxypyrromethene werden 
durch Reduktion mit alkalischer Natriumhydrosulfitlisung in eine 
identische Verbindung iibergefiihrt, deren Absorptionsbande um 
525 mu hegt und die danach als ,,Pentdyopent“ bezeichnet wurde, 
Bisher ist tiber die Isolierung der Pentdyopente aus 4,4’- Dimethyl- 
3,3’-diithylpropentdyopent und aus 4,3’-Dimethyl-3,4’-diithyl- 
propentdyopent berichtet worden’), und neuerdings konnte das 
Pentdyopent des 3,3’-4,4’-Tetramethylpropentdyopents bzw. des 
entsprechenden auch neu synthetisierten Dioxypyrromethens in 
prachtigen Krystallen dargestellt werden. Die Pentdyopente sind 


- Salze, die schon durch schwache Siiuren, sogar schon durch die 


Kohlensiure der Luft zur Entfiirbung gebracht werden. Auch 
werden sie auBerordentlich leicht durch Einwirkung von Lutt- 
sauerstofi oxydiert und kénnen dann durch erneute Zugabe von Reduk- 
tionsmitteln wieder zuriickgewonnen werden. Infolgeihrer groBen Hin- 
filligkeit konnten die bisher dargestellten Propentdyopente nicht 
analysiert werden. Auch als Salze anderer Alkalien oder Erdalkalien 
scheinen die Pentdyopente nicht stabiler zu sein. Aus diesem Grunde 
wurde versucht, die Reduktionsstufe des Pentdyopents durch kataly- 
tische Hydrierung im neutralen Medium zu erreichen,d.h.also,die dem 
Pentdyopent entsprechende freie Verbindung darzustellen. Im Fall 
von 3,3’-Dimethyl-4,4’-dipropionsiure - dimethylester- propentdyo- 
pent und dem entsprechenden Dioxypyrromethen wurde durch 


1) Diese Z. 269, 273 (19-41). *) Diese Z. 263, 136 (1940). 
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Uber die Pentdyopentreaktion 3 


Hydrierung mit Platinoxydkatalysator in Methanol eine weibe 
Substanz vom Schmelzp. 147° (Kofler) erhalten, die durch Er- 
hitzen in Natronlauge ohne Reduktionsmittel Pentdyopentabsorption 
zeigt. Die Analyse ergab, daB es sich hierbei um folgendes Dioxy- 
pyrro-methan (IV) 


CH,PS 
cH,———_! _ )oH 


\nZ 
H 

Auch das oben aewaibone Tetramethylpropentdyopent bzw. 
das Tetramethyldioxymethen konnte durch Hydrierung unter den- 
selben Bedingungen in das entsprechende Methan (V), eine in 
weiBen Nadeln krystallisierende Substanz vom Schmelzp. 214° iiber- 
vefiihrt werden, die ebenfalls allein bei Erhitzen in Natronlauge Rot- 
firbung zeigt’), 


H.C cH, 
V 
Hol | OH 
H H 


Mit diesen Ergebnissen wird die bereits von Anfang an 
geiiuBerte Vermutung hinsichtlich der Formulierung des Pentdyo- 
pents bestitigt. Ein anderes Ergebnis war auch nicht zu erwarten, 
da durch den Reduktionsvorgang, welchen die PR. darstellt, die 
beiden «-stiindigen Hydroxylgruppen des Dioxypyrromethens nicht 
angegriffen werden, was sich schon aus den ‘l'atsachen ergibt, dab 
weder «-Oxy- noch «,a’-freie Pyrromethene oder -methane PR. 
geben und daB auch Pentdyopente, die in 8-Stellung nur Alkyl- 
substituenten tragen, in Natronlauge léslich sind. Da eine 


Hydrierung der Pyrrolkerne des Dioxypyrromethens duBerst un- 


wahrscheinlich ist, bleibt als Angriffspunkt der Reduktion nur 
die Kohlenstoffbriicke. Das Pentdyopent ist aber ein zweikerniges 
Pyrrolderivat, so daB eine iiber die Pyrromethanstufe hinaus- 
gehende Reduktion ausgeschlossen ist. Es entsteht demnach sowohl 
aus Dioxypyrromethen als auch aus Propentdyopent durch Reduktion 
mit Natriumhydrosulfit ein Mono- oder wahrscheinlicher Dinatrium- 
salz des Dioxpyrromethans. 


) Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen gelang auch noch 
die Gewinnung des 4, 4’- Dimethyl-3, 3’- diiithy]-5, 5’-dioxy-pyrromethans in 
schon krystallisiertem Zustand. Schmelzp. 154°. Die Elementaranalyse und 
die Sauerstoffanalyse ergaben gut stimmende Werte. Das Methan ist sowohl 
aus dem entsprechenden Propentdyopent als auch aus dem Dioxypyrro- 
methen dureh Hydrierung erhalten worden. 
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H. von Dobeneck, 


Die Rotfirbung sowohl des Dioxypyrromethens als des 
-methans wird demnach allein durch Salzbildung hervorgerufen. 
Dieses Phinomen scheint nach unseren Beobachtungen’) in der 
Pyrrolreihe keine Seltenheit darzustellen und findet ein Analogon 
in der Rotfirbung z.B. von Antrahydrochinon oder von m-Nitro- 
phenol bei der Salzbildung. In letzter Zeit wurde ein ‘dhnlicher 
Fall von Rotviolettfarbung bei Reduktion mit Natriumhydrosulfit 
durch Kuhn und Wallenfels?) im Falle des Spinons A beobachtet. 


Mit diesen Befunden ist der Chemismus der Pentdyopent- 
reaktion als aufgeklirt zu betrachten. Eine Auswertung der 
spektroskopischen Erscheinung erlaubt es jedoch, zahlreiche zur 
Herkunft des Propentdyopents und allgemein in physiologischer 
Hinsicht interessante Feststellungen zu machen, tiber die im 
folgenden berichtet werden soll. Unsere Untersuchungen gingen 
von der Uberlegung aus, daB sich bei einem Abbau des Hiimins 
in zweikernige Verbindungen theoretisch vier verschiedene Kérper 
bilden kénnen, wahrend beim Abbau des Bilirubins nur drei ver- 
schiedene Propentdyopente entstehen kénnen. Wie aus den folgenden 
Ubersichten (VI und VII) zu ersehen ist, kann das mit 1 be- 
zeichnete aus Himin entstehende Propentdyopent aus Bilirubin 
nicht gebildet werden und dieser Kérper unterscheidet sich von 
den anderen aus Hamin und aus Bilirubin theoretisch entstehen- 
den Propentdyopenten vor allem dadurch, daB er keine Siuregruppen 
in #-Stellung besitzt. 


1 
SAN 
12’ ch 3 
V \ CH 
4 
3 4 — 


H VII H 


1) Diese Z. 270, 230 (1941). *) Ber. chem. Ges. 74, 1594 (1941). 


| 

14 

| 

| 

j 

j 

} 

i 

| 

. 

= 


Uber die Pentdyopentreaktion 5 


In den Kreis derjenigen Verbindungen, aus denen méglicher- 
weise Propentdyopente entstehen kénnen, miissen natiirlich auch 
das Urobilinogen und das Stercobilinogen bzw. das Urobilin und 
das Stercobilin einbezogen werden. Das Urobilinogen bzw. das 
Urobilin kénnte theoretisch nach folgendem Schema (VIII) auf- 
gespalten werden, wobei in der Numerierung der II. Mitteilung 
fortgefahren und den Spaltprodukten mit der -Konfiguratiun der 


Neo- bzw. Isoneoxanthobilirubinsiiure die Bezeichnung 5 und 6 
gegeben wird. 


4 
C,H, PS PS——,CH, H,C,;-— C,H, 
Vil | 
voll _| | 
HO\ CH, \ / OH 
H H H 


Was das Stercobilinogen anlangt,so kann hier nur auf das bereits 
friiher festgestellte negative Verhalten in bezug auf die PR. bei 
der Oxydation hingewiesen werden. Die bereits friiher hervor- 
gehobene Unterscheidungsméglichkeit des Stercobilinogens vom Uro- 
bilinogen hat sich, wie im Versuchsteil gezeigt wird, erneut bestitigt. 

Zu einer Untersuchung der Frage, inwieweit die tatsachlichen 
Verhiltnisse den theoretischen Erwartungen entsprechen, war eine 
Kenntnis der Eigenschaften der theoretisch méglichen Propent- 
dyopente und die Lage der Absorptionsbanden der ihnen ent- 
sprechenden Pentdyopente ndtig. 

Folgende Propentdyopente kénnten also entstehen: 

1. 3,4’- Dimethyl-4,3’- divinyl-propentdoypent, 

2. 3,3’- Dimethyl-4-vinyl-4’- propionsiiure-propentdyopent, 
3. 3,4’- Dimethyl-3’- vinyl-4-propionsiiure-propentdyopent, 
4, 4,4’- Dimethyl-3, 3’- dipropionsiiure-propentdyopent, 

5, 3,3’- Dimethyl-4-ithyl-4’- propionsiiure-propentdyopent, 
6. 3,4’- 

AuSer Propentdyopent 1 und 3 sind diese Propentdyopente 
als Ester synthetisch dargestellt und auch die Kigenschaften 
der freien Siuren sind genau bekannt. Propentdyopent 3 ist dem 
Propentdyopent 2 isomer und unterscheidet sich in der Léslichkeit 
und der Lage des Pentdyopentspektrums nicht von ihm. Das 
basische Propentdyopent 1 sich aus alkalischer wiafriger 
Lisung mit Ather ausziehen. Die Propentdyopente 2, 3,5 und 6 
werden mit Ather aus saurer, wifriger Lésung allmihlich aus- 
gezogen, wihrend Propentdyopent 4 aus wiBriger Lésung auch 
bei variiertem p, mit Ather kaum ausgezogen werden kann. 
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H. von Dobeneck, 


Die Banden der entsprechenden Pentdyopente liegen wie folgt: 
1. 541—529 ; und 38. 5386—523 ; 4. 529—91% ; 
535 529 523 
5. und 6. 527—514. 
525 

Es sei betont, daB bei der groBen Unschirfe der Bande die 
hier wiedergegebenen Werte keinen Anspruch auf absolute Ge- 
nauigkeit erheben kénnen. Im Vergleich sind sie jedoch zu- 
treffend. 

Folgende 'l'atsachen lassen sich hierbei erkennen: Ist eine 
Athylgruppe durch einen Propionsiiurerest ersetzt, so wird das 
Spektrum um etwa 2 mu nach Rot verschoben. Diese Erscheinung, 
die bei den Porphyrinen nur andeutungsweise auftritt, ist bei den 
Gallenfarbstoffen schon merklicher ausgepriigt und hier, wo es 
sich um zweikernige Pyrrolderivate handelt, schon im Handspektro- 
skop deutlich zu erkennen. Die Vinylgruppe verursacht eine Rot- 
verschiebung der Pentdyopentbande um ungefaihr 6 mu (siehe Tafel). 

In vitro werden die verschiedenen Verbindungen, die als 
Propentdyopentquelle im Organismus in [rage kommen, mit 
Wasserstoffperoxyd in Natronlauge auf folgende Art abgebaut: 

1. Himin wird den theoretischen Erwartungen gemiB nach allen 
vier Richtungen aufgespalten, so daB die Propentdyopente 1, 2, 


83 und 4 entstehen. Spektrum des Pentdyopentgemisches aus 


Himin: 530—519 . 
525 | 

2. Bilirubin wird deutlich nachweisbar nur an der Methylen- 
briicke (y-Kohlenstoffatom), also unter Bildung von Propentdyopent 
2 und 3 aufgespalten. Geringe Blauverschiebung des Pentdyopent- 
spektrums griindlich extrahierter Lésungen von Bilirubinpropent- 
dyopent erlaubt jedoch die Annahme, daB in ganz geringem MaBe 
auch durch Aufspaltung an den Methinbriicken (3- und 0-Kohlen- 
stoffatome) Propentdyopent 4 entsteht. Spektrum des Pent- 
dyopentgemisches aus Bilirubin 536—523 . 


529 
3. Biliverdin wird unter Bildung von Propentdyopent 2 und 3 
und stirker als Bilirubin auch unter Bildung von Propentdyopent 4 


aufgespalten. Spektrum des Pentdyopentgemisches aus Biliverdin: 
534 —521 


D27 
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Uber die Pentdyopentreaktion 7 


4,Urobilin und Urobilinogen werden iiberraschenderweise 
gleichartig aufgespalten und zwar nach zwei Richtungen. Kinmal — 
und wahrscheinlich zum gréBten Teil — an der mittelstindigen 
Methinbriicke (v-Kohlenstoffatom) unter Bildung von Propentdyo- 
pent 5 und 6 und zum anderen in deutlich feststellbarem MaBe an 
den beiden iuBeren Methylenbriicken unter Bildung von Propent- 
dyopent 4. Spektrum des Pentdyopentgemisches aus Urobilin: 

528—515 . 

522 

5. Stercobilin: Bei Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd in 
Natronlauge tritt vollkommene Entfirbung ein. PR. ist nicht 
nachzuweisen. 

6. Blut: Nach Zerstérung der Katalase werden Rinder- und 
Menschenblut mit Wasserstoffperoxyd zu Propentdyopent identisch 
mit dem aus Hiimin oxydiert. 

Diese hier geschilderten Verhiltnisse sind in einer photo- 
craphischen Aufnahme der verschiedenen Pentdyopentspektren 
wiedergegeben, aus der auch die Unschirfe der Bande ersichtlich 
ist, welche nur eine Bestimmung im Vergleich erlaubt (siehe Tafel). 

_ Auf Grund dieser Ergebnisse war es nun modglich, Unter- 
suchungen zum Problem der Entstehung und des Vorkommens 
von Propentdyopent vorzunehmen. Stokvis*) sprach nach seinen 
Feststellungen, daB PR. in allen Fliissigkeiten nachzuweisen sei, 
die Gmelinsche Reaktionsprodukte enthalten, die Vermutung aus, 
daB es sich bei dem, wie er es nannte ,reduzierbaren Neben- 
produkt“ um ein in Nebenreaktion gebildetes Oxydationsprodukt 
vor allem des Bilirubins handelt. Hulst und Grotepass®) schlossen 
sich dieser Auffassung an und Hulst*) fand nach besonderer 
Aufarbeitung PR. sowohl im Serum als auch im Urin Normaler. 
Er nahm an, daB das Oxydationsprodukt des Bilirubins immer 
da zu finden sei, wo Bilirubin, wenn auch nur in geringer Menge, 
auftritt. Bingold®), der als erster durch Oxydation von Himin 
Liésungen mit positiver PR. gewann, hilt die Bildung des physio- 
logischen Propentdyopents vor allem aus Blutfarbstoff fiir wahr- 
scheinlich, da es ihm gelungen war, in dem aus Erythrocyten- 
sediment gewonnenen sog. Blutfilterrest PR. nachzuweisen. 


1) Diese Z. 246, 40 (1937). 

2) Ber. chem. Ges. 5, 583 (1872). 

3) Klin. Wschr. 1936, I, 201. 

4) Nederl. Tijdschrift voor Geneeskunde $1, 313 (1937). 
5) Klin. Wschr. 1935, 1288. 
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Bei einer genauen Nacharbeit dieser Untersuchungen konnte 
nun festgestellt werden, daB der Pentdyopentnachweis nach den 
angewandten Methoden — wie schon friher vermutet — durch 
sekundiire Oxydation bei der recht komplizierten, lange Zeit 
beanspruchenden Aufarbeitung der zu untersuchenden Lésung 
bedingt ist. 

Fir den Fall des Nachweises von PR. im normalen Harn, 
mit welcher Angabe Hulst im Gegensatz zu den anderen Autoren 
itiber die Pentdyopentfrage steht, ist die Tatsache maBgebend, 
daB, wie vor allem Obermayer und Popper’) nachgewiesen 
haben, der normale Harn je nach der Intensitit der Urinfarbe 
schwankende Mengen von Bilirubin enthilt. Bei der Aufarbeitung 
des normalen Harns nach Hulst wird zweifellos die geringe vor- 
handene Menge Bilirubin zu Propentdyopent oxydiert. Bei dem 
beobachteten Spektrum handelt es sich stets um das des Pent- 
dyopents aus Bilirubin. 

Priift man normalen Harn auch nach starker Konzentrierung 
auf PR., so ist die Feststellung jedesmal negativ. Méglicherweise 
wird das vorhandene Bilirubin beim einfachen Einengen nicht 
oxydiert, oder die schwache Reaktion durch andere Absorptionen 
iiberdeckt. Auch nach Oxydation mit H,O, ist sie negativ, was 
jedoch durch die Tatsache zu erkliren ist, daB etwa gebildetes 
Propentdyopent weiterhin durch H,O, zerstért wird. Kine Dosierung 
des Wasserstoffperoxyds oder eine Unterbrechung der Oxydation 
ist bei den geringen in Frage kommenden Mengen nicht méglich. 

Als Parallelversuch wurden 200 ccm Wasser, die 0,1 mg 
Bilirubinnatrium gelést enthielten, wie Urin nach Hulst auf- 
gearbeitet. Tatsiichlich wird hierbei regelmiBig ein Teil des 
Bilirubins aufoxydiert, und es kann PR. nachgewiesen werden. 

Noch klarer sind die Verhiiltnisse beim Nachweis der PR. 
im Ikterus-serum. Bingold fand im Ikterus-serum keine Reaktion, 
und auch wir konnten seinen Befund bestétigen. Wird nun 1/, ccm 
Ikterus-serum nach Hulst aufgearbeitet, so kann man schlieBlich 
wieder */, ccm einer wiBrigen Lésung gewinnen, die starke PR., 
identisch mit der aus Bilirubin, zeigt. Da in diesem Falle die 
Komplikationen fortfallen, die einen Nachweis von PR.im normalen 
Harn vor der Bearbeitung erschweren, ist es erwiesen, daB hier 
Propentdyopent erst bei der Aufarbeitung gebildet worden sein 
kann. Hulst erwihnt auch eine Griinfarbung der sauren Aceton- 


Wiener klin. Wsehr. 21, 895 (1908). 
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lésung, eine Tatsache, die allein schon wenigstens eine Kinleitung 
des Oxydationsprozesses am Bilirubin beweist. 

Es ist somit die PR., verbunden mit einer Feststellung der 
Lage der Bande in diesem Fall ein verfeinerter Nachweis auf Bili- 
rubin. Die Empfindlichkeitsgrenze der gewohnlichen Tiedemann- 
Gmelin’schen Reaktion liegt etwa bei 0,01 mg Bilirubin in 1 ccm 
Chloroform. Mit dieser Reaktion laBt sich im normalen Harn 
Bilirubin nicht nachweisen. Die Empfindlichkeit der Bilirubin- 
nachweise, die auf einer Oxydation des Gallenfarbstofis beruhen, 
ist jedoch durch Ausbildung zu Schicht- oder zu Tiipfelreaktionen 
bedeutend verschirft worden. Durch den von Obermayer und 
Popper modifizierten Nachweis nach Bouma!) oder durch ihren 
Nachweis mit Jodsalz lift sich auch im normalen Harn Bilirubin 
deutlich feststellen. DaB derart verfeinerte Bilirubinnachweise 
schirfer sein miissen als der durch die PR., geht schon aus der 
Tatsache hervor, daB hier nur eines von zweifellos vielen Oxy- 
dationsprodukten des Bilirubins nach einer weiteren Reduktion 
als ein iuBerst instabiles Natriumsalz spektroskopisch beobachtet 
und ausgemessen werden mub, wihrend dort die Oxydation selbst 
in ihrem Verlauf visuell verfolgt wird. 

Bei den Versuchen, Bilirubin in natiirlichen oder kiinstlichen 
Lésungen, wie Ikterus-serum oder -harn oder normalem Harn zu 
Propentdyopent zu oxydieren, entstand der Eindruck, dai die 
Oxydation in den natiirlichen Bilirubinlésungen bedeutend leichter 
und glatter verliuft, was nicht weiter verwunderlich ist, denn im 
ikterischen Harn tritt ja auch die Biliverdinbildung viel leichter 
ein als in vitro. Von Pedersen und Waldenstriém?’) wurde 
nachgewiesen, Bilirubin wenigstens teilweise als Eiweif- 
verbindung ausgeschieden wird. Man kénnte sich deshalb vorstellen, 
daB durch den Eiweifgehalt, was iibrigens auch beim Hamoglobin 
méglich wire, eine anders geartete Aufspaltung als mit reinem 
Bilirubin eintreten kann. Deshalb wurde aus frischem Ikterusharn, 
den wir dem Entgegenkommen von Professor Dr. Kimmerer ver- 
danken, durch Fallen mit Hisessig auf 3°/,, Rohbilirubin gewonnen, 
das bei der Oxydation mit Wasserstoffperoxyd im alkalischen Medium 
sich genau so wie Bilirubin verhilt. Dasselbe Ergebnis wird bei 
Luftoxydation bzw. bei der Aufarbeitung nach Hulst erhalten. 

Ahnlich wie im Fall des PR.-Nachweises im Harn nach Hulst, 
ist die Sachlage bei Bingold’s Nachweis von PR. im sog. Blutfilter- 


) Dtsch. med. Wschr. 1904, 881. 2) Diese Z. 245, 152 (1937). 
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rest. Propentdyopent miiBte auf Grund seiner Wasserléslichkeit 
mit dem Serum entfernt werden oder anschlieBend bei dem wieder- 
holten Auswaschen mit Kochsalzlésung oder schlieBlich mit Alkohol, 
in welchem Propentdyopent sehr gut léslich ist. Nach Trocknen, 
Ausziehen mit Wasser und EKinengen der Lisung kann nun, meistens 
neben dem Himochromogenspektrum, das Pentdyopentspektrum 
des Hiiminpentdyopentgemisches beobachtet werden. Ks handelt sich 
hierbei zweifellos um bei der Aufarbeitung gebildetes Propentdyopent, 
was vor allem daraus zu ersehen ist, daB das Hiiminpropentdyopent 
ein Gemisch von Propentdyopenten mit verschiedenen Loslichkeits- 
eigenschaften darstellt. Ware dieses Gemisch schon a priori vor- 
handen gewesen, so ist es hochgradig unwabrscheinlich, daB es in 
demselben Verhiltnis, wie es am SchluB auch nachgewiesen wird, 
die verschiedenen griindlichen Auswaschoperationen itberstanden 
hitte. Demnach ist zusammenfassend festzustellen, daB sowohl 
aus Himin als aus Gallenfarbstoff leicht bei der Aufarbeitung 
ihrer Lisungen Propentdyopent entstehen kann. 

Hierdurch werden Untersuchungen, die sich die Feststellungen 
des Vorkommens von Propentdyopent zum Ziel setzen, bedeutend 
erschwert. Weiterhin bringt natiirlich auch die am Anfang dieser 
Mitteilung erwihnte Méglichkeit des Auitretens von Dioxypyrro- 
methenen im Organismus weitere Komplikationen, wenn auch nur 
hinsichtlich der Untersuchung der Léslichkeiten und nicht der 
Spektren. 

Bei einigen, nur als vorliufig zu bewertenden Versuchen, 
haben wir die zu priifenden Gewebe fein zerteilt, mit Alkohol 
und Wasser griindlich digeriert, sehr schwach angesiuert und dann 
filtriert. Die Lésung ist dann so gut wie blut- und gallenfarbstoft- 
frei und wird vor der Untersuchung auf PR. schonend im Vakuum 
auf wenige Kubikzentimeter eingeengt. Auch hier wird es zweck- 
miaBig sein, nur ganz deutliche PR. als positiven Befund zu werten. ~ 


Etwa 300 g normale menschliche Lunge, Milz und Leber 
ergaben negative PR., wihrend 200 g pneumonische Lunge 
positive PR. identisch mit der aus Bilirubin gaben. Ein alkoho- 
lischer Extrakt von mit Pneumokokken abgebautem Kochblut- 
agar?) ergab in einem Fall PR. identisch mit der aus Himin. 
Zur Abtrennung der basischen Komponente war dieser Ansatz 


Herrn Professor Dr. Lautenschliger, Hochst a. Main, danken wir er- 


gebenst auch an dieser Stelle fiir die zur Verfiigung gestellten Pneumokokken- 
kulturen und deren Extrakte. 
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zu gering. Kin zweiter, weitaus gréBerer Ansatz, ergab nur un- 
deutliches Spektrum. 

Auch die in der ILI. Mitteilung angeschnittene Frage nach 
dem Vorkommen von Propentdyopent 4 harrt einer Klirung an 
Hand umfangreichen biologischen Materials. Die hohe Konzentration 
dieses spektroskopisch vom Bilirubinpropentdyopent abweichenden 
Propentdyopents in einem Gallenstein, macht nach den oben 
geschilderten Ergebnissen die Vermutung wahrscheinlicher, daB es 
sich hierbei um Propentdyopent 5 und 6 handelt. 

Da die verschiedenen Pentdyopentbanden so gering gegen- 
einander verschoben sind, daB sie durch Ausmessen vor allem in 
der klinischen Praxis nicht unterschieden werden kénnen, und da 
Pentdyopentlésungen, die man zu einem Vergleich heranziehen 
kénnte, nur eine geringe Haltbarkeit haben, weil sich das Spektrum 
beim Vorhandensein von Vinylgruppen schon bei halbstiindigem 
Stehen der Kiipe zu verschieben beginnt, ist es zweckmiaBig die 
wiBrigen Lésungen folgender Farbstoffe zum Vergleich heranzu- 
ziehen, deren Absorptionsbanden genau an der Stelle der 
betreffenden Pentdyopentbande liegt. 


Fiir Bilirubinpentdyopent: Erythrosin (Merck). 

Fir Urobilinogenpentdyopent: Kosin A (Merck). 

Diese beiden Pentdyopentbanden werden bei weiteren Unter- 
suchungen wohl die Hauptrolle spielen. Die Pentdyopentbande 
des Hamins ist gegeniiber der des Bilirubins (also auch gegen- 
iiber der Bande des Erythrosins) schwach nach Blau verschoben 
und kann hierdurch identifiziert werden, wihrend die Bande des 
basischen Divinylpentdyopents stiirker als jede andere Pentdyo- 
pentbande nach Rot verschoben ist und schon allein dadurch 
auffallen muB. 

Bei derartigen Untersuchungen miiBte demnach lediglich durch 
Vergleich mit den Farbstofflisungen bzw. den nach Vorschrift (S. 14) 
dargestellten Pentdyopentlésungen die Lage der Bande im Ver- 
gleichsspektroskop festgestellt werden. Kin weiterer schliissiger 
Beweis fiir das Vorliegen von Himinpropentdyopent ist die Ab- 
trennung der basischen Komponente aus der alkalischen Lisung 
des Propentdyopentgemisches wie im Versuchsteil S.14 beschrieben, 


jedoch ist dies nur bei Vorliegen von verhiltnismiBig viel Material 
durchfihrbar. 


Der Firma Gédecke & Co., Chemische Fabrik A.-G., Berlin, 
danke ich auch diesmai fiir finanzielle Unterstiitzung. 
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Versuche 

Sauerstoffanalysen von 

1. Propentdyopent aus Bilirubin [vgl. Diese Z. 269, 279 (1941)]. 

4,550 mg Subst.: 8,74 cem n/50-Thiosulfat. — 4,300 mg Subst.: 8,25 cem 
n/50-Thiosulfat. 

C,eH,,0,N, (318,26) Ber. O 25,14 Gef. O 25,61, 25,58. 

2. Zinkkomplexsalz des Propentdyopents aus Opsosauremethen- 
dimethylester [vgl. Diese Z. 269, 277 (1941). 

3,682 mg Subst.: 6,52 eem n/50-Thiosulfat. — 3,058 mg Subst.: 5,49 cem 
n/50-Thiosulfat. 

(811,70) Ber. O 23,65 Gef. 23,62, 23,93. 

3. Kupferkomplexsalz des Propentdyopents aus Atiohamin I [vgl. 
Diese Z. 263, 145 (1940)). 

3,283 mg Subst.: 2,80 cem n/50-Thiosulfat. — 3,542 mg Subst.: 3,00 cem 
n/50-Thiosulfat. 

Cz 5H,,0,N,Cu (577,82) Ber. O 11,09 Gef. O 11,37, 11,29. 

4. 3,3’-Dimethy]l -4,4’ -dipropionsdure - dimethylester - 5, 5’- dioxy- 
pyrromethen [vgl. Diese Z. 270, 230 (1941)). 

3,272 mg Subst.: 6,28 eem n/50-Thiosulfat. 

(376,22) Ber. O 25,57 Gef. O 25,58 


3, 3), 4,4’-Tetramethylpropentdyopent. | ¢ des entsprechenden Dibrom- 
pytromethens ') werden mit 1 g Kaliumacetat in etwa 300 cem Eisessig und 
70 cem Wasser gelést und 5 Stunden lang am RiickfluBb erhitzt. Nun wird 
nach Abdampfen des Lésungsmittels im Vakuum dreimal mit destilliertem 
Wasser und einmal mit Natronlauge in der Hitze ausgezogen. Die ver- 
einigten Filtrate werden nach dem Abkiihlen mit etwas Perhydrol versetzt, 


1) Als Ausgangsmaterial zur Darstellung ay Dibrompyrromethens diente 
das 2,3, 4-Trimethyl-5-carbiithoxypyrrol, das aus 2, 
iithoxypyrrol dureh Hydrierung mit Raneynickel- Kataly sator gewonnen wurde, 
Versuche, die zuerst Herr Dr. Helberger durchfiihrte. Signaigo undAdkins 
(J. Amer. chem. Soc. 58, 709 (1936)] haben zum erstenmal auf diesem Wege Sciten- 
ketten am Pyrrol hydriert. Wiihrend hier mit der Vorschrift dieser Autoren 
zur Hydrierung yon 2, 4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbiithoxypyrrol zum ent- 
sprechenden Athylprodukt wechselnde Erfahrungen gemacht wurden, yer- 
liuft die Hydrierung des obengenannten Aldehyds glatt. Es wurde 1 kg 
Aldehyd in 1 Liter Alkohol aufgeschlimmt und im Autoklaven bei 160° 
6 Stunden mit der berechneten Menge Wasserstoff unter einem Druck von 

150 at hydriert. Der gréfte Teil des resultierenden Produkts scheidet sich 
beim Abkiihlen im Autoklaven ab und kann aus Alkohol unkrystallisiert 
werden. Ausbeute an Trimethylearbiithoxypyrrol vom Schmelzp. 127° 60°/,. 
Zuweilen hinterbleibt hierbei ein in Alkohol schwerer léslicher Kérper 
(Schmelzp. 228°), vielleicht das Dimere des 2, 4-Dimethyl]-5-carbiithoxypyrrols 
(Fischer-Orth, Die Chemie des Pyrrols S. 239). 
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iiber Nacht stehen gelassen und dann das iiberschiissige H,O, mit etwas 
Braunstein vernichtet. Nach einiger Zeit wird filtriert, abgesaugt, mit 
Chloroform ausgeschiittelt und die Chloroformlésung zur Trockne im 
Vakuum eingeengt, dann wird mit Aceton aufgenommen, wobei sich das 
Propentdyopent schon oft krystallisiert ausscheidet. Das erhaltene Propent- 
dyopent ist im allgemeinen schwerer léslich als das entsprechende Dimethyl- 
didithylpropentdyopent. Es ist léslich in Chloroform, weniger in Aceton, 


noch weniger in Ather und Ligroin Zur Analyse wurde aus Aceton um- 
krystallisiert. Schmelzp. 223°. 


3,638 mg Subst.: 8,454 mg CO,, 2,073 mg H,0. 


C,,H,,0,N. (248,15) Ber. C 62,87 H 6,49 
Gef. ,, 63,38 ,, 6,38. 


3,3',4,4’-Tetramethyl-5, 5’-dioxypyrromethen. | g des entsprechenden 
Dibrompyrromethens werden in Eisessig und Wasser mit 1 g Kaliumacetat 
wie oben verkocht. Nach dem Abdampfen wird nur in Wasser in der Hitze 
aufgenommen, das Dioxypyrromethen mit Chloroform ausgezogen und aus 
Aceton krystallisiert. Zur Analyse mit Methanol extrahiert und mit Aceton 
auskrystallisiert. Schmelzp. 211°. Ausbeute héchstens 5°/). 


4,153 mg Subst.: 10,191 mg CO,, 2,633 mg H,0. 


C,;H,,0.N, (232,16) Ber. C 67,19 H 6,94 
Gef. ,, 66,92  ,, 7,09. 


3,3’, 100 mg des vorher- 
gehenden Methens wurden in Methanol gelést und mit Platinoxydkatalysator 
2 Stunden lang hydriert. Nach Abtrennen vom Katalysator wurde das Methanol 
im Vakuum eingeengt, mit Chloroform aufgenommen und dieses durch Ather 
verdringt. Zur Analyse wurde mit Aceton aus der Hiilse extrahiert und 
wieder mit Ather verdringt. Farblose Krystalle vom Schmelzp. 214°. 


4,569 mg Subst.: 10,955 mg CO,, 3,009 mg H,0. 


(234,17) Ber. C 66,62 H 7,74 
Gef. ,, 65,39 


3, 3 -Dimethyl- 4,4’- 5, 5’- dioxypyrro- 
methan aus dem ontoguechendon Propentdyopent oder aus dem entsprechenden 
Dioxypyrromethen. Das Propentdyopent oder das Dioxypyrromethen wird 
in Gegenwart vom Platinoxyd-Katalysator in Methanol hydriert. Nach Ab- 
trennen vom Katalysator wird das Methanol im Vakuum entfernt, der Riick- 
stand in Chloroform aufgenommen und durch Verdriingen mit Ather das 


Methan zur Krystallisation gebracht. Zur Analyse aus Aceton-Ather um- 
krystallisiert. Schmelzp. 147°. 


3,128 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 6,849 mg CO,, 1,855 mg H,O. — 
4,296 mg Subst.: 8,24 n/50 Thiosulfatlésung. 
C,,H2g0,N, (378,24) Ber. C 60.28 H 6,92 O 25,38 
Gef. ,, 59,98 », 6,67 » 25,56. 
Durchfiihrung der Pentdyopentreaktion. Die Auswertung der 
Pentdyopentreaktien erfordert einige Erfahrung, und es ist deshalb zweck- 
miBig, sie immer unter den gleichen Bedingungen durchzufiihren und bei 
Verwendung von Natriumhydrosulfit als Reduktionsmittel immer nur in 
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natronalkalischer Lisung zu arbeiten. Vor allem bei Kérperfliissigkeiten, 
die auf PR. gepriift werden sollen, ist es ratsam, um unnétige Verdiinnung 
zu vermeiden, festes Atznatron (Natrium hydricum purum in rotulis Merck) 
zuzugeben. Bei starker Konzentration des Propentdyopents zeigt sich schon 
beim Liésen des Atznatrons schwache Rotfirbung. Vor Zugabe des 
Reduktionsmittels empfichlt es sich kurz aufzukochen. Dann wird Natrium- 
hydrosulfit, jedoch in nicht zu groBem Uberschub, zugeftigt und nachdem 
sich alles gelést hat, wird noch einmal kurz aufgekocht. Tritt nun die 
Pentdyopentbande stiirker in Erscheinung, so muB fiir eine einwandfreie 
Auswertung so lange verdiinnt werden, bis die Bande noch gerade deutlich 
sichtbar ist. Wegen der geringen Lageverschiebung der Pentdyopentbanden 
ist es weniger zweckmiBig durch Ausmessen die Lage der Banden festzu- 
stellen, vielmehr ist dies durch Vergleich mit einer bekannten Pentdyopent- 
lésung durehzufiihren oder durch Ubereinanderprojektion mit den im theo- 
retischen Teil (S. 11) bezeichneten Farbstoffen bzw. ihren Lésungen. 


Irrtiimer bei der Durchfiihrung der Pentdyopentreaktion kénnen durch 
Verwechslung mit einer Bande des Hiimochromogenspektrums (526,2) mit 
der Absorptionsbande des Stercobilin-Natriumsalzes (511,1) und mit den 
Absorptionsbanden von Zinksalzen auftreten. Das kiiufliche Natriumhydro- 
sulfit enthiilt regelmiBig in merklichen Mengen Zink. 


Herstellung von Propentdyopentlésungen aus Hiimin ode 
aus Gallenfarbstoffen erfolgt durch Zugabe von w enig Perhydrol zu 
ihren natronalkalischen Lésungen. (Im Falle von Bilirubin in 0,8°/, iger NaOH 
und nicht wie irrtiimlich angegeben in 8%, iger.) Nachdem die Lésung 
bis auf Schwachgelb entfiirbt ist, wird das iiberschiissige Wasserstoffsuper. 
oxyd durch Zugabe einer Spur Braunstein zerstért und wenn trotz éfteren 
Umschiittelns keine Gasbildung mehr stattfindet, wird filtriert. Im schwach 
sauren Medium hilt sich eine solche Testlésung am besten. 


Die nach dieser Vorschrift dargestellten Propentdyopentverbindungen 
werden nun in folgender Weise aufgearbeitet. 


1. Hiimin. Die alkalische Liésung wird mit Ather erschépfend aus- 
gezogen und im Extrakt das basische Propentdyopent 1 nachgewiesen. Nun 


wird angesduert und Propentdyopent 2 und 3 ausgezogen. In der restlichen 
extrahierten Lésung Propentdyopent 4. 


2. Bilirubin. Die saure Lésung wird extrahiert. Spektrum der extra- 
hierten Lisung gegeniitber dem des Extraktes schwaeh nach Blau verschoben. 


3. Biliverdin. Wie oben. In der extrahierten Lésung ist deutlich 
Spektrum des Pentdyopents 4 nachzuweisen. 


4. Urobilin. Wie oben. Spektrum der extrahierten Lésung gegeniiber 
der des Extrakts nach Rot verschoben. Urobilinogen ebenso. Nach Durch- 
leiten von Luft durch alkalische Urobilinlésung schon nach einigen Stunden PR. 


5. Stereobilin. Nach Lésen in Natronlauge wird so lange mit H,O 
oxydiert, bis das Spektrum des Natriumsalzes verschwunden ist. PR. negativ. 
Nach Luftdurehleiten durch alkalische Stercobilinlésung nur sehr langsam 
Zerstérung des Natriumsalzes. PR. negativ. (Unterscheidung von Urobilin.) 


6. Rinder- oder Menschenblut wurde zur Zerstérung der Katalase 


erhitzt und dann durch Zugabe von Wasserstoftperoxyd entfiirbt. PR. identisch 
mit der aus Hiimin. 
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Aufarbeitung einer Bilirubinnatriumlésung nach Hulst. 
0,1 mg Bilirubinnatrium wurde in 200 eem H,O gelést und in etwa '/, Liter 
mit konz. Salzsiiure angesiiuerten Acetons gegeben. Nach Durchschiitteln 
mit viel festem Natriumacetat entstehen zwei Schichten, von denen die 
untere abgetrennt wird. Die Acetonlésung wird im Vakuum eingeengt. 
Aufnehmen in Wasser. PR. identisch mit der aus Bilirubinpropentdyopent. 
Untersuchung des,, Blutfilterrestes* nach Bingold. 200 ecm 
Rinderblut wurden stark abzentrifugiert und das Serum abgetrennt. PR. negativ. 
Mit Kochsalzliésung wurde dreimal gewaschen und dann mit Alkohol koaguliert 
und der Riickstand getrocknet. Im Wasserextrakt des resultierenden Pulvers PR. 
identisch mit der aus Himinpropentdyopent; auBerdem Hiimochromogen- 
spektrum. 
Untersuchung von Organen auf Pentdyopentreaktion. Die 
Organe wurden mit dem Fleischwolf zerteilt, mit Alkohol und Wasser digeriert 
und mit Salzsiiure sechwach angesiiuert. Die abfiltrierte Gesamtlésung 
wurde im Vakuum eingeengt und auf PR. gepriift. Untersucht wurden 
1. 200 g pneumonische Lunge, PR. positiv; identisch mit der aus Bilirubin- 
propentdyopent, 2. Je 300 g normale Lunge, Leber und Milz; PR. negativ. | 
Untersuchung von Pneumokokkenkultur. Mit Pneumokokken ae 
geimpfter Kochblutagar wurde nach Entfirbung mit 96°/,igem Alkohol 
ausgezogen. Die Lage der Banden war in einem Fall deutlich identisch 
init der aus Hiimin, doch konnte wegen der zu geringen Menge die basische ue 
Komponente nicht nachgewiesen werden. Ein zweiter, bedeutend griBerer 


Ansatz, gab nur undeutliche PR. Auch hier konnte die basische Komponente 
nicht nachgewiesen werden. 


2 


Berichtigung zu Diese Z. 270, 231: 
5. Absatz von oben, Zeile 22 muB es heiBen: 
. . . 
Zeile 37 muB es heiBen: 
5’-oxypyrromethen... 
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Uber eine mucoidahnliche Substanz aus Serum 
Von 
Karl Mayer 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Chemischen Institut der Deutschen Karls-Universitit zu Prag) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Januar 1942) 


Vor langerer Zeit berichteten E. Waldschmidt-Leitz und 
Karl Mayer!) iiber die Erfahrungen mit der polarographischen 
Krebsreaktion, iiber die auch von anderer Seite Mitteilungen vor- 
liegen ?), 

Sie besteht darin, da8 in einer Lésung von zwei- bzw. drei- 
wertigem Kobalt in Gegenwart von Ammoniak—Ammonchlorid- 
Puffer vom p,, = 8, unter Zusatz von Serum oder enteiweibtem 
Serum, mit Hilfe des Polarographen eine Stromspannungskurve 
aufgenommen wird. Die dabei entstehenden charakteristischen 
Kurven sind bei Verwendung carcinomatésem bzw. nichtcarcino- 
matésem Serum verschieden. Bei Verwendung des unverinderten 
Serums ist die Stufe beim Krebs niedriger als beim Normalfall. 
Nach den grundlegenden Arbeiten Heyrovskys*) und seiner 
Schule ist die Stufenhéhe, d.h. die Stromintensitit direkt pro- 
portional der Konzentration des Stoffes, der diese Stufen hervor- 
bringt. 

R. Brdiéka vertritt nun die Ansicht*), daB diese Stufen 
durch die Sulfhydryl- bzw. Disulfidgruppen des KiweiBes und der 
KiweiBabbauprodukte hervorgerufen werden. Diese Annahme wiirde 
wohl mit den Ergebnissen der direkten Untersuchung des Serums 
ubereinstimmen, doch versagt eine solche Erklirung bei enteiweiBtem 


1) Diese Z. 261, 1 (1939). 

*) Meyer-Heck, Z. Krebsforsch. 49, 560 (1939); Felkel, Z. Gyniik. 
63, 12, 647 (1939); Albers, Biochem. Z. 306, 236, (1940). 

*) J. Heyrovsky, Polarographie in W. Béttger, Physik. Methoden 
der anal. Chem. 2. Teil (Leipzig 1936). 

*) Klin. Wsehr. Nr. 9, 305 (1939); Acta d. int. Vereinigung f. Krebs- 
bekimpf. Nr. 1, 13 (1938); Nature 139, 330, 1020 (1937); Acta radiologica 
et cancerologica, Bohemiae et Moraviae (1939). 
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Serum. Die hier beim carcinomatésen Serum beobachtete Stufen- 
erhéhung miBte demnach auf eine Erhéhung der Konzentration 
S-haltiger EiweiBabbauprodukte zuriickgefiihrt werden, doch steht 
dies in direktem Widerspruch zu den Ergebnissen der Arbeiten 
iiber die Reaktivierung inaktiven Papains und der Methylglyoxalase 
von E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern 5). 

Auf diese Widerspriiche in der polarographischen Krebs- 
reaktion weist auch D. Albers®) hin. F. Bergh, O.M. Henriques 
und C.G. Wolffbrandt’) folgern, daB der polarographische Aus- 
schlag aufer auf Cystein und andere bekannte Substanzen noch 
auf eine Verbindung unbekannter Natur zuriickzufiihren ist. 

Es werden demnach in dieser Arbeit Untersuchungsergebnisse 
mitgeteilt, die den oben genannten Widerspruch durch den Ver- 
such aufkliren sollen, die Substanz oder die Substanzen niher 
zu beschreiben, die fiir den polarographischen Ausschlag ver- 
antwortlich sind. 

Hs gelang nach erschépfender Dialyse und weitgehendem 
Kinengen des enteiweiBten Serums eine Substanz durch Alkohol 
zu fillen, die, wieder gelést, die polarographische Stufe gab. Das 
enteiweiBte Serum wurde nach der Dialyse in zwei Fraktionen 
gefallt, die eine bei einer Alkoholkonzentration von 66°/, 
und die andere bei einer von 90 °/,. Der Unterschied dieser 
beiden Fraktionen ist nicht sehr gro8, es wird davon noch zu 
sprechen sein. 

Die zuniichst qualitative Untersuchung ergab sowohl positive 
HKiweiBreaktionen, wie Biuret, Millon, Adamkiewicz, als auch 
positive Kohlenhydratreaktionen. Nach kurzer Hydrolyse mit ver- 
diinnter Salzsiure kann auch mittels Ehrlich-Reagens Glucos- 
amin nachgewiesen werden. Diese Untersuchungsergebnisse deuten 
darauf hin, daB es sich hier um einen mucoidihnlichen Stoff 
handeln muB, da auch ein verhiltnismiBig hoher Gesamt- 
schwefelgehalt festgestellt wurde, der aber nicht auf den Gehalt an 
Sulfhydryl- oder Disulfidschwefel zuriickgefiihrt werden kann. 
Nach der von Mirsky und Anson‘) angegebenen Arbeitsweise 
konnte nur ein Gehalt von 0,34 °/, Cystein entsprechend einem 
Gesamtschwefelgehalt von 0,094 °/, nachgewiesen werden. 


5) KE. Waldschmidt-Leitz, O. Conrathu. J. Gloeditsch, Naturw. 
25, 60 (1937). 

‘) F. Bergh, O. M. Henriques u. C.G. Wolffbrandt, Nature 142, 
212 (1938). 


7) Mirsky u. Anson, J. gen. Physiol. (Am.) 19, 307 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 2 
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Eine zweite und wesentlich genauere Bestimmung des Cystein- 
gehaltes wurde durch polarographische Untersuchung des Siure- 
hydrolysates durchgefiihrt. Zu diesem Zwecke wurden Substanzen 
aus verschiedenen Seren der erschépfenden Hydrolyse durch 
Salzsiure unterworfen und die Hydrolysate polarographisch unter- 
sucht. Dabei ergab sich die bemerkenswerte Tatsache, daB die 
Substanzen aus carcinomatiésem Serum von allen zur Untersuchung 
gelangten Substanzen den niedrigsten Cysteingehalt aufwiesen. 

Die Mucoidnatur dieser Substanzen wird noch dadurch be- 
stiitigt, daB der isoelektrische Punkt bei einem p,, von 3,4 liegt, 
also mit dem von Gunnar Blix’) an Submaxillarismucin ermittelten 
sehr gut iibereinstimmt. 

Die Versuche durch Umfillen mit Alkohol bzw. durch Fallung 
mit Pikrinséure zu reinigen lassen darauf schlieBen, daB wir 
es hier nicht mit einer einheitlichen Substanz zu tun haben, 
sondern mit einem Gemisch des Serummucoids mit nieder- 
molekularen EiweiBkérpern. Bei der Umfiallung mit Alkohol 
aindert sich nimlich der Kohlenhydratgehalt nicht wesentlich, 
wogegen der Gesamtstickstoff etwas abnimmt. Der Gehalt an 
Mucoid ist in der Fraktion I gréBer als in Fraktion IJ]. Aus 
diesem Grunde liegt auch der Stickstoffgehalt der Fraktion I bei 
etwa 10 und bei Fraktion II zwischen 11 und 12 °,. 

Hine verhaltnismiBig weitgehende Reinigung wird durch die 
Pikrinsiurefallung erreicht. Hier bleibt nach der Fallung in der 
Lésung eine Substanz, deren Stickstoffgehalt von 10,63 auf 
8,19°/, gesunken ist, wobei gleichzeitig der Kohlenhydratgehalt 
von 18,64 auf 23,3 und der Glucosamingehalt von 10,28 auf 
13,67 °/, ansteigt. Kingehendere Untersuchungen scheiterten 
daran, daB die Ausbeuten bei der Reinigung durch Pikrinsiiure- 
fallung sehr gering waren, nimlich nur 7°/,. 

Zusammentfassend kann gesagt werden, daB es sich bei den hier 
zur Untersuchung gelangten Substanzen um einen Stoff mit Mucoid- 
natur handelt, der allerdings durch niedermolekulares EiweiB ver- 
unreinigt ist. 

Experimenteller Teil 


Die Darstellung der Substanzen. Fiir die Darstellung der Sub- 
stanzen wird so verfahren, daB das Serum, mit der doppelten Menge Wasser 
verdiinnt, einer 10 Minuten langen Denaturierung durch Eintauchen in ein 
kochendes Wasserbad unterworfen wird. Die EnteiweiBung erfolgt dann 
durch Zusatz der doppelten Menge 25°/,iger Sulfosalicylsiiurelésung. Der 


*) Gunnar Blix, Diese Z. 240, 43, 249 (1936). 
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entstandene Eiweibniederschlag wird abfiltriert und das Filtrat in Zellophan- 
schliuchen so lange gegen destilliertes Wasser dialysiert, bis die AuBen- 
fliissigkeit frei ist von Sulfosalicylsiiure. (Eisentrichloridprobe negativ.) 
Die wihrend der Dialyse meist leicht triib gewordene Innenflissigkeit 
wird im Vakuum ziemlich weitgehend eingeengt bei einer Wasserbad- 
temperatur von maximal 35° und dann mit der doppelten Menge Alkohol 
(entsprechend einer Endkonzentration an Alkohol von 66 °/,) gefiallt. Nach 
eintigigem Stehen im Eisschrank, wobei sich der gebildete Niederschlag in 
feinen Flocken am Boden absetzt, wird dieser durch Abzentrifugieren von 
der Lésung getrennt und zuerst mit Alkohol, dann mit Alkohol-Ather und 
schlieBlich mit Ather allein gewaschen und getrocknet. Diese so erhaltene 
Substanz wird als Fraktion I bezeichnet. Die Restlésung (nach der Ab- 
scheidung dieser Fraktion I) wird im Vakuum wiederum eingedampft und 
dieses Konzentrat mit Alkohol gemiif einer Endkonzentration von 90 °’, 
gefillt. Dieser Niederschlag wird in der nimlichen Art und Weise wie 
Fraktion I behandelt. Die Ausbeuten an Fraktion I und II zeigt die Tab. 1. 


Tabelle 1 
Ausbeuten bei der Darstellung der Fraktionen I und II 


Fraktion I Fraktion 
pert (66°/, Alkohol) | (90°/, Alkohol) 
Normal 10,1 mg-°/, 4,2 mg-°/, 
29.8 _ sa, SS 
Pferd, normal 8,26 ,, 
Pferd, Melanom ...... 33 « 


2. Die qualitative Untersuchung 


Die Ergebnisse der qualitativen Untersuchung und der Fiillungsreaktionen 
sind in der Tab. 2 iibersichtlich geordnet. 


Tabelle 2 
EiweiBreaktionen Fallungsreaktion 
Normal + + (+) + + 
GravidI 4+ | + (4) + | + | 
Pferd, normal] +/+) + | 4 + 4 = 
Pferd,MelanomI| +/+) + + + | 4 | 
Kaninchen + 0 j= + = | = 
Submax. + 0 + + = | 
Ovomucoid . + | 0 4 4+ 1) 4 | 
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Eine zweite und wesentlich genauere Bestimmung des Cystein- 
gehaltes wurde durch polarographische Untersuchung des Saure- 
hydrolysates durchgefiihrt. Zu diesem Zwecke wurden Substanzen 
aus verschiedenen Seren der erschépfenden Hydrolyse durch 
Salzsiure unterworfen und die Hydrolysate polarographisch unter- 
sucht. Dabei ergab sich die bemerkenswerte Tatsache, daB die 
Substanzen aus carcinomatésem Serum von allen zur Untersuchung 
gelangten Substanzen den niedrigsten Cysteingehalt aufwiesen. 

Die Mucoidnatur dieser Substanzen wird noch dadurch be- 
stitigt, da8 der isoelektrische Punkt bei einem p,, von 3,4 liegt, 
also mit dem von Gunnar Blix§) an Submaxillarismucin ermittelten 
sehr gut iibereinstimmt. 

Die Versuche durch Umfiillen mit Alkohol bzw. durch Fallung 
mit Pikrinsiure zu reinigen lassen darauf schlieBen, daB wir 
es hier nicht mit einer einheitlichen Substanz zu tun haben, 
sondern mit einem Gemisch des Serummucoids mit nieder- 
molekularen Eiwei8kérpern. Bei der Umfallung mit Alkohol 
andert sich namlich der Kohlenhydratgehalt nicht wesentlich, 
wogegen der Gesamtstickstoff etwas abnimmt. Der Gehalt an 
Mucoid ist in der Fraktion I gréfer als in Fraktion [J]. Aus 
diesem Grunde liegt auch der Stickstoffgehalt der Fraktion I bei 
etwa 10 und bei Fraktion II zwischen 11 und 12 °/). 

Kine verhaltnismaBig weitgehende Reinigung wird durch die 
Pikrinsaiurefallung erreicht. Hier bleibt nach der Fallung in der 
Lésung eine Substanz, deren Stickstofigehalt von 10,63 auf 
8,19°/, gesunken ist, wobei gleichzeitig der Kohlenhydratgehalt 
von 18,64 auf 23,3 und der Glucosamingehalt von 10,28 aut 
13,67°/, ansteigt. Kingehendere Untersuchungen scheiterten 
daran, daB die Ausbeuten bei der Reinigung durch Pikrinsiure- 
fallung sehr gering waren, nimlich nur 7°/,. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB es sich bei den hier 
zur Untersuchung gelangten Substanzen um einen Stoff mit Mucoid- 


natur handelt, der allerdings durch niedermolekulares EiweiB ver- 
unreinigt ist. 


Experimenteller Teil 


Die Darstellung der Substanzen. Fiir die Darstellung der Sub- 
stanzen wird so verfahren, da8 das Serum, mit der doppelten Menge Wasser 
verdinnt, einer 10 Minuten langen Denaturierung durch Eintauchen in ein 
kochendes Wasserbad unterworfen wird. Die Enteiweifung erfolgt dann 
durch Zusatz der doppelten Menge 25°/,iger Sulfosalicylsiiurelésung. Der 


‘) Gunnar Blix, Diese Z. 240, 43, 249 (1936). 
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entstandene Eiweibniederschlag wird abfiltriert und das Filtrat in Zellophan- 
schliuchen so lange gegen destilliertes Wasser dialysiert, bis die AuBen- 
fliissigkeit frei ist von Sulfosalicylsiiure. (Eisentrichloridprobe negativ.) 
Die wihrend der Dialyse meist leicht triib gewordene Innenflissigkeit 
wird im Vakuum ziemlich weitgehend eingeengt bei einer Wasserbad- 
temperatur von maximal 35° und dann mit der doppelten Menge Alkohol 
(entsprechend einer Endkonzentration an Alkohol von 66 °/,) gefallt. Nach 
eintiigigem Stehen im Eisschrank, wobei sich der gebildete Niederschlag in 
feinen Flocken am Boden absetzt, wird dieser durch Abzentrifugieren von 
der Lésung getrennt und zuerst mit Alkohol, dann mit Alkohol-Ather und 
schlieBlich mit Ather allein gewaschen und getrocknet. Diese so erhaltene 
Substanz wird als Fraktion I bezeichnet. Die Restlésung (nach der Ab- 
scheidung dieser Fraktion I) wird im Vakuum wiederum cingedampft und 
dieses Konzentrat mit Alkohol gemiif einer Endkonzentration von 90 °', 
cefillt. Dieser Niederschlag wird in der nimlichen Art und Weise wie 
Fraktion I behandelt. Die Ausbeuten an Fraktion I und II zeigt die Tab. 1. 


Tabelle 1 
Ausbeuten bei der Darstellung der Fraktionen I und IT 


Fraktion IT 
Serum (66°/, Alkohol) | (90°/, Alkohol) 
Normal 10,1 mg-°/, 4,2 mg-°/, 
Prema, mormal . 8,26 «4 
Pferd, Melanom ...... 12,8 ,, 


2. Die qualitative Untersuchung 


Die Ergebnisse der qualitativen Untersuchung und der Fiillungsreaktionen 
sind in der Tab. 2 iibersichtlich geordnet. 


Tabelle 2 
EiweiBreaktionen Fallungsreaktion 
Substanz 
O & jem = 
Krebs I, +: | + + + 
Krebs I + | + + + 
GravidI ...]J+/+;) + | + (4+) + + | 
Pferd, normal + | + [+] + + | @ 
Pferd, MelanomI] + +) + + + | 
Kaninchen | + + | s 
Submax. Mucin} +/0 + 0 + + | 
Ovomucoid . + | |+] + + |) | A 
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3. Der Gesamtstickstoffgehalt. (Kjeldahl) 
Tabelle 3 


Gesamtstickstoffgehalt in Prozenten 


Serum Fraktion I Fraktion II 
| 10,40 11,46 
Carecinom ....... 10,38 11,78 
Pferd, normal ..... 10,85 12,6 
Pferd, Melanom .... 9,98 9,82 


4. Der Kohlenhydratgehalt 


Der Gehalt an Kohlenhydrat wurde nach der Methode von Tillmaus 
und Philippi®) ermittelt. 

2 bis 3 mg Substanz werden in 2 ecm Wasser gelist, mit 2 cem Orcin- 
reagens (2°/,iger Orcinlésung in 15°/,iger Schwefelsiure) und 15 cem 60°/,iger 
Schwefelsiiure versetzt und '/, Stunde in ein Wasserbad von 80° ge- 
bracht. Hierauf wird im Photometer ,,Leifo‘ der Extinktionskoeffizient bei 
Lichtfilter 530 bestimmt. Zur Ermittlung des Kohlenhydratgehaltes aus- 
gedriickt in Prozenten Glucose, diente eine Eichkurve, in welcher die 
Extinktionskoeffizienten von Lésungen mit bekanntem Glucosegehalt mit der 
Glucosemenge in graphische Beziehung gebracht worden war. Die Unter- 
suchungsergebnisse bringt die Tab. 4. 


Tabelle 4 
Der Kohlenhydratgehalt in Prozenten Glucose 


Serum Fraktion I Fraktion I] 
18,87 17,0 
Caréimom ....... 18,31 16,35 
18,75 13,8 
Pferd, normal ..... 17,4 13,08 
Pferd, Melanom .... 16,84 16,02 


5. Der Glucosamingehalt 


Die Bestimmung des Glucosamins erfolgte nach einer kurzen Siure- 
hydrolyse mit n/1-HCl, z. B. 25 mg Substanz in einem Einschmelzréhrchen 
mit 1 ecm n/1-Salzsiiure eine Stunde im kochenden Wasserbad. Hierauf 
wurde auf 10 ccm verdiinnt, 1 ecm entspricht dann 2,5 mg Substanz. 

Die Ermittlung des Glucosamingehaltes erfolgte dann nach der Methode 
yon Grassmann und Mitarbeitern’). 3 obiger Lisung wurden in 
einer Glasschale am Wasserbad zur Trockne eingedampft und der Riick- 


*) J. Tillmans u. K. Philippi, Biochem. Z. 215, 36 (1929). 
1) W.Grassmann und Mitarbeiter, Biochem. Z. 294, 95 (1937). 
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stand mit 1,5 cem Natriummethylat (frisch bereitet, 5°/, Na) unter Riihren 
gelést. Hierauf wird unter Eiskiihlung mit 0,5 ccm Essigsiureanhydrid ver- 
setzt und nach einer Minute mit 1 cem Wasser in ein Reagenzglas gespiilt 
und noch einmal mit 0,3 ccm Wasser nachgespiilt. Nach Zusatz von 
0,5 cem absolutem Alkohol und 1 cem 30°/,iger Natronlauge wird kurz auf- 
gekocht. Die Probe wird nun 2 Minuten in Eiswasser gekiihlt und mit 
3cem Ehrlichreagens (1,6 g Dimethylaminobenzaldehyd in 60 com Alkohol 
und 60 cem konzentrierter Salzsiiure) versetzt, durchgeschiittelt und vom 
abgeschiedenen Kochsalz abzentrifugiert. Die klare Lésung kommt nun zur 
Entwicklung der Farbténung auf 40 Minuten in einen Thermostaten von 
25° und dann wird im Photometer ,,Leifo“ bei Lichtfilter 530 der Extinktions- 
koeffizient bestimmt. Aus einer Eichkurve, die mit bekannten Glucosamin- 


lésungen bestimmt wurde, wird der genaue Gehalt ermittelt. Die Ergebnisse 
zeigt die Tab. 5. 


Tabelle 5 | 
Der Glucosamingehalt in Prozenten Glucosamin 
Serum Fraktion I Fraktion II 
Normal 10,58 9,85. 
Carcinon: 10,41 13,07 
10,73 8,03 


6. Der Gesamtschwefel 


Die Schwefelbestimmung erfolgte nach der von Holtz'!) angegebenen 
Mikromethode. Es wurden die Fraktionen I und II aus carcinomatésem 
und nichtcarcinomatésem Serum untersucht, vgl. Tab. 6. 


Tabelle 6 
Der Gesamtschwefelgehalt in Prozenten S 
Serum Fraktion I Fraktion II 
3,98 3,12 
4,019 2,797 


7. Der SH- bzw. SS-Schwefelgehalt 


Die Bestimmung des SH-Schwefels erfolgte nach der Methode von 
Mirsky und Anson’) und wurde mit der Fraktion I aus normalem Pferde- 
serum durchgefiihrt. 

21,1 mg Substanz wurden mit 5 ccm 5 n-Schwefelsiiure 15 Stunden im 
Olbad von 120 bis 130° erhitzt. Nach dem Entfirben des braun gefiirbten 
Hydrolysates mit Kaolin wurde filtriert und auf 20 cem aufgefiillt. Fiir eine 
Bestimmung wurden 5 cem des entfiirbten Hydrolysates verwendet. Diese 


") Holtz, Ber. chem. Ges. 50, 1496 (1922). 
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wurden mit 16 cem konzentrierter Harnstofflésung (50 g Harnstoff in 50 cem 
Wasser), 4 ccm 3,4 mg Phosphatpuffer vom p;,;=6,8 und 1 cem Phosphor- 
wolframsdure nach Folin") versetzt.' Es trat keine Blaufirbung ein, mit- 
hin ist kein Sulfhydrylschwefel vorhanden. 


Zur Bestimmung des SS-Schwefelgehaltes wurden 5 cem des oben er- 
wihnten farblosen Hydrolysates mit 1 cem 20°/,iger Natriumsulfitlésung 
(frisch bereitet), 14 cem konzentrierter Harnstofflésung, 4 cem Phosphat- 
puffer und 1 ecm Phosphorwolframsiiure versetzt. Nach 5 Minuten wurde 
im Photometer ,,Leifo’ der Extinktionskoeffizient zu E=0,088 ermittelt. In 
einer Kontrollbestimmung wurden zu 5 cem obigen Hydrolysates 0,5 cem 
einer Cystinlésung, entsprechend 0,5 mg Cystin zugesetzt und der Extinktions- 
koeffizient zu E=0,330 bestimmt. 


Aus einer mit bekannten Cystinmengen ermittelten Eichkurve ergibt 
sich dann fiir die 


Bestimmung 1 . . . 0,016 mg Cystin 
” 2 (0,520 —0,5 mg) 


Im Mittel . 2... 0,018 mg Cystin 
Umgerechnet entsprechen diese Analysenwerte einem Cystingehalt von 
0,34°/, oder einem Gesamtschwefelgehalt von 0,094°/,. 


Zur weiteren und genaueren Bestimmung des Cystingehaltes wurde 
dann noch die polarographische Methode herangezogen. Als erstes wurde 
eine Eichkurve mit Cystin bestimmt, indem die polarographischen Stufen 
von 1, 2 und 4 Gamma in 5 cem einer Lésung von 0,01n-Cot, 0,1n- 
Ammoncehlorid und 0,1 n-Ammoniak bestimmt wurden. 


Diese waren fiir: ly .........- 15,0 mm 


Nun wurden die Stufen der Hydrolysate der verschiedenen Fraktionen 
in der nimlichen Art polarographiert. Es wurde in allen Fiillen 1,0 mg 
Substanz verwendet. Die Ergebnisse zeigt die Tab. 7. 


Tabelle 7 
Cystingehalt der verschiedenen Substanzen 
Substanz Stufenhohe y-Cystin °/, Cystin 
in mm 

Normal, Fraktion I. . . 28,5 1,9 0,19 
” 45,0 3,4 0,34 
Krebs, Fraktion I. 17,5 1,2 0,12 
” 12,0 0,8 0,08 
Entziindung, Fraktion I . 17,0 1,2 0,12 


™) Folin, J. of Biol. Chem. 83, 103 (1929). 
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8. Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes 


Der isoelektrische Punkt wurde an einem Priparat aus normalem 
Pferdeserum bestimmt. Als Stammlésung diente eine Lésung von 100 mg 
Fraktion I in 50 cem Wasser, dem ein Tropfen n/1-NaOH zugesetzt war. 


Als Pufferlésungen dienten Gemische von n/10-HCl+n/10-Citrat, bzw. 
n/10-NaOH +n/10-Citrat. 
Zur Untersuchung wurden 10 cem des Puffergemisches mit 5 ccm der 


Stammlisung vermischt, das py, dieser Mischung bestimmt und diese fiir 
24 Stunden in den Eisschrank gebracht. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 
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zeutrifugiert und in der klaren Lésung, sowie in der Lisung des Riick- 
standes in 3 cem n/500-NaOH, Gesamtstickstoff und Kohlenhydratgehalt 
bestimmt. Zur besseren Deutlichmachung sind diese Ergebnisse in der 
Figur graphisch dargestellt. 


9. Die Reinigung 
a) Durch Umfillen mit Alkohol 


Die Fraktionen I und II aus ecarcinomatésem Serum wurden mehrere 
Male mit Alkohol umgefillt. Die so erhaltenen Substanzen wurden mit la, 
bzw. Ib, bzw. Ila bezeichnet und von ihnen Gesamtstickstoff und Kohlen- 
hydratgehalt bestimmt (vgl. Tab. 8). 
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Tabelle 
Die Reinigung durch Umfiillen mit Alkohol 
Stickstoff Kohlenhydrat 
Substanz Ausbeute in 9}, in °/, Glucose 
FraktionT . . 20,7 mg-°/, 10,75 17,8 
+ m i 90°/, 10,51 18,5 
5,D4mg-"/, 11,34 8,0 


b) Fallung mit Pikrinsaure 


Mit Pikrinsiure tritt eine Fiillung ein, die sich nach lingerem Stehen 
im Kisschrank abfiltrieren laBt. Das klare Filtrat wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiiuert und die Pikrinsiure durch Ausiithern entfernt. Die 


pikrinsiurefreie Lésung wurde dann im Vakuum eingedampft und mit Alkohol 
in der tiblichen Weise gefillt. 


Beispiel: 70mg Fraktion I aus carcinomatiésem Serum wurde in 
10 cem Wasser gelést und mit 5 cem kaltgesiittigter Pikrinsiurelésung ge- 
fillt. Nach 24Stunden Stehen im Eisschrank wurde durch ein gehiirtetes 
Filter filtriert, die Pikrinsiure nach dem Ansiuern mit verdiinnter Schwefel- 
siure ausgeithert, und die Lésung im Vakuum eingedampft. Die so kon- 
zentrierte Lésung wurde hierauf mit Alkohol gemif einer Endkonzentration 
von 66°/, gefallt und nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank zentrifugiert. 
Nach dem Waschen mit Alkohol und Ather ergab sich eine Ausbeute 
von 6,8°/,. 

Die Untersuchung zeitigte folgende Ergebnisse: 


Gesamtstickstoff . . . . . 8,19°/, (10,63°/,) 
Kohlenhydrat . . . . . . 23,3 °/, (18,64°/,) 
Glucosamin . . . . . . 13,67°/, (10,28°/,) 


Die Zahlen in den Klammern bedeuten die entsprechenden Werte vor 
der Pikrinsiurefallung. 
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Die Phosphorylierung des Glykogens in Extrakten 
des Taubenbrustmuskels’ 


Von 
Banga 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mirz 1942) 


Ks ist bekannt, dab im Muskelextrakt in Gegenwart von 
Glykogen und NaF sowohl aerob wie anaerob groBe Mengen an- 
organischen Phosphats verschwinden. In der ersten Phase der 
(slykogenphosphorylierung bildet sich aus Glykogen Glucose- 
1-phosphat (Coriester). Die Frage, ob hierzu Adenylsiure oder 
Cozymase nétig sind, wurde oftmals (Parnas Schule) diskutiert. 
W. Kiessling!) isolierte aus Muskel eine Fermentfraktion, das 
Protein C, das Glykogen in Gegenwart von Phosphat auch ohne 
Cofermente in Coriester verwandelt. Die letzten Versuche von 
J. Bodnar und B. Tank6?) scheinen aber doch dafiir zu sprechen, 
daB zur Phosphorylierung des Glykogens Adenylsiure und Cozymase 
notig sind. 

Meine Frage war die nach der Natur der energiespendenden 
Reaktionen, Oxydationen oder Spaltungen, durch deren EKinfluB die 
Phosphorylierung des Glykogens zustande kommt. Durch welche 
Substanzen kann die Phosphorylierung in erster Linie beférdert 
werden? Man mufte zuerst an die von P. Colowick, M.S. Welch 
und C. F. Cori*) beschriebenen oxydablen Substrate denken, die 
wie Succinat, Fumarat, Malat, Citrat, ¢-Ketoglutarat und Pyruvat 
die Phosphorylierung der Glucose beférdern. Ich fand, daB von 
diesen Substraten nur das Citrat die Phosphorylierung des 
Glykogens im Muskel stark foérdert. Die anderen Substrate 
bleiben hinter dem Citrat weit zuriick, wie dies Tab. I zeigt. 


Die Reaktionsmischung enthielt: 1 ml 2 Stunden lang dialysierten, 
300 mg nassem Muskel entsprechenden Phosphatextrakt, (Phosphat End- 
konzentration: m/50), 20 mg Glykogen, 1 mg Adenylsiure, 0,05 m-NaF und 
0,02 m der in der Tabelle aufgefiihrten Substrate. Gesamtvolumen 2 ml. 
Die Versuchskélbchen wurden 40 Minuten lang bei 38° an der Luft ge- 
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schiittelt. Sowohl von den Sauerstoff- wie von den Phosphorwerten sind die 
Nullwerte abgezogen. 


Tabelle I 
Verbrauchte Esterifizierte 
emm O, mg P 
110 0,030 
160 0,240 


Citrat zeigt also eine um 400°/, stiirkere Wirkung als die 
anderen Substrate in isomolaren Konzentrationen. Der Sauerstoff- 
verbrauch war bei Citrat nicht wesentlich héher als in Gegenwart 
der anderen Substrate. Ohne Glykogen gab es iiberhaupt keine 
Phosphorylierung, obwohl der O,-Verbrauch bei An- oder Ab- 
wesenheit des Glykogens gleich war. 

Weiterhin untersuchte ich die Umstiinde, unter welchen Citrat 
zu wirken vermag. Adenylsiure und Adenyltriphosphat, in kataly- 
tischen Mengen zugesetzt, aktivierten die spontane Phosphorylierung 
des Glykogens stark, blieben aber ohne Einflu8 auf die Wirkung 
des Citrats. Untenstehende Tab. II gibt einen derartigen Versuch 
wieder. 

Die Reaktionsmischung enthielt: 1 ml 2 Stunden dialysierten Phosphat- 


extrakt + 0,05 m-NaF in 2 ml Gesamtvolumen. Die Kélbchen wurden 
bei 38° 40 Minuten lang geschiittelt. 


Tabelle II 
Esterifizierte | Extra mg P auf 
mg P Citratzugabe 

0,02m-Citrat. 0,0 00 | 
0,02 m-Citrat + 20mg Glykogen ... . 0,70 0,24 
20mg Glykogen + 1 mg Adenylsiiure . . 0,60 ae 
20 mg Glykogen + Citrat + Adenylsiiure 0,78 0,18 


Das Citrat beférderte die Phosphorylierung des Glykogens 
nicht nur aerob, sondern auch anaerob, allerdings um 50 . 
weniger. Die anaeroben Versuche wurden nach vorangehendem 
Kvakuieren in Stickstoff durchgefiihrt. In einer Reihe von Ver- 
suchen wurde bereits vor dem Evakuieren m/100-Cyan zugefiigt, 
um jede Oxydation zu vermeiden. Da auch in diesem Falle durch 
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Citratzugabe eine Phosphorylierung stattfand, mu8 man annehmen, 
daB das Citrat auch mit seiner anaeroben Spaltung Energie zur 
Glykogenphosphorylierung zu liefern vermag. - 

H. Wieland und G. Sonderhoff*) zeigten an Hefe, 
L. Reichel ) an Leber, daB das Citrat anaerob in Ameisensidure 
und Acetondicarbonsiiure gespalten wird. Theoretisch werden 10°/, 
des verschwundenen Citrats zu Ameisensiiure. Ich versuchte die 
entstandene Ameisensiiure nach den Vorschriften von H. Wieland 
nachzuweisen. Dies ist mir aber nur qualitativ mit der Fuchsin- 
schwefligensiiure gelungen. Ich versuchte die Ameisensiure im 
Destillat des mit H,SO, angesiuerten Trichloressigsiure-Filtrates 
mit Ba(OH),-Titration nachzuweisen, aber die Versuche ergaben 
kein brauchbares Ergebnis, da die theoretisch erwartbare Menge 
der entstandenen Ameisensiure zu gering ist. Der qualitative 
Nachweis war aber deutlich positiv. | 

Um zu wissen, ob aerob und anaerob dieselbe Umwandlung 
des Citrates die Phosphorylierung des Glykogens férdern, unter- 
suchte ich aerob wie anaerob die CO,-Bildung. Wenn namlich 
die dehydrierende Oxydation des Citrates nach dem Martius- 
Knoop®) bzw. Krebsschen Cyclus bis zur g@-Ketoglutarsiure vor 
sich geht, so miissen groBe Mengen von CO, entstehen. Die Ver- 
suche zeigten, daB aus dem Citrat aerob wohl CO, gebildet wird, 
anaerob aber kein CO, entsteht. Es ist méglich, daB das Citrat 
sowohl aerob wie anaerob zuerst gespalten wird und daB erst die 
Spaltungsprodukte oxydiert werden, und daB beide Prozesse 
Energie zur Phosphorylierung zu liefern vermégen. - 

Noch stirker als durch Citrat wird die Phosphorylierung des 
Glykogens durch Oxalessigsiure (OES.) beférdert. Letztere wirkt 
noch um etwa 100°/, starker als das Citrat, und zwar aerob wie 
anaerob. Die OES. hemmt bei der gebrauchten 0,02 m-Konzen- 
tration die Atmung sehr stark, so daB auch der aerobe Versuch 
als anaerob betrachtet werden kann. Die Wirkung der OKS. ist 
aber von der Wirkung des Citrats verschieden, so daB nicht an- 
genommen werden kann, daB aus dem Citrat OES. entsteht und 
daB das Citrat eigentlich als OES. seine phosphorylierende Wirkung 
entfaltet. Ein wesentlicher Unterschied besteht darin, daB Adenyl- 
siiure bei OKS. die Wirkung steigert, wihrend sie die Citratphos- 
phorylierung nicht férdert. Die Wirkung der Monojodessigsiure 
zeigt noch deutlicher, daB beide Reaktionen verschieden sind. 
m/500-Monojodessigsiure beeinfluBt die Citratwirkung nicht, hemmt 
aber den durch OES. bedingten Phosphatschwund um 75—80?/,. 
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Wie bereits eingangs erwahnt wurde, ist Pyruvat relativ in- 
aktiv, so daB die OES. ihre Wirkung nicht erst nach Decarboxy- 
lierung als Pyruvat entfaltet. 


Experimenteller Teil 


Herstellung des Taubenbrustmuskelextraktes: 25 g Taubenbrustmuskel 
wurden in der Latapiemiihle bei 0° C gemahlen, dann in einem Mérser mit 
10 ¢ Sand homogenisiert und mit 50 ml 0,04m pg = 7,4-Phosphat extrahiert. 
Nach 2stiindiger Dialyse gibt man soviel Phosphat dazu, daB die Phosphat- 
konzentration 0,04 m ist, und fiigt 0,2 mg Mg per ml zu. Von dieser Mischung 
wird 1 ml genommen und mit den entsprechenden Zusiitzen auf 2 ml auf- 
gefiillt. Messung der Sauerstoffaufnahme im Warburg-Apparat. Am Ende 
des Versuches wird mit 1 ml Trichloressigsiure deproteinisiert und der P in 
einem aliquoten Teile des Filtrates nach Fiske-Subbarow bestimmt. 


Zusammenfassung 


Sowohl die aerobe Oxydation wie die anaerobe Spaltung des 
Citrats vermégen die Phosphorylierung des Glykogens zu beférdern. 
Anaerob wird halb soviel Phosphor esterifiziert wie aerob. Diese 
Reaktion wird durch Monojodessigsiure nicht gehemmt und durch 
Zusatz von Adenylsiure oder Adenyltriphosphat nicht geférdert. 

Oxalessigsiure fiihrt in noch héherem MaBe zur Phosphory- 
lierung des Glykogens. Die Wirkung des Oxalacetats wird durch 


Monojodessigsiiure zu 80°/, gehemmt und wird durch Adenylsiiure 
gefordert. 
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Zur sterischen Spezifitat der Dipeptidase und Aminopeptidase*) 
Von 
H. Herken, A. Schmitz und R. Merten 
| Mit 1 Figur im Text 


(Aus der Medizinischen Universitiitsklinik K6ln) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Miirz 1942) 


I. 


Die manometrische Methode’) zum Nachweis der d-Peptid- 
spaltung, die zuniichst nur fiir die Serumversuche benutzt wurde, 
hat sich auch als geeignet zur Erfassung der Hydrolyse von 
d-Peptiden durch die in Organextrakten enthaltenen Fermente 
erwiesen”). Hierdurch war es uns mdglich, fiir derartige Ver- 
suche razemische Peptide zu benutzen und durch vergleichende 
Anwendung der Titrationsmethode*) und des manometrischen Ver- 
fahrens einen Kinblick in den Spaltungsablauf der beiden optisch 
aktiven Komponenten eines solchen Peptids zu erhalten. Vor 
der Besprechung der Versuche scheint es uns notwendig, auf 
einige methodische EHinzelheiten einzugehen. Bei unsern friiheren 
Untersuchungen hatten wir bereits festgestellt, dafi die d-Amino- 
siureoxydase im Peptid gebundene unnatiirliche Aminosiuren 
nicht desaminieren kann. Nach Zugabe des Fermentes zu 
d-Tripeptidlésungen trat keinerlei O,-Verbrauch auf. Das stimmte 
durchaus mit friiheren Befunden von H. A. Krebs‘) iiberein. Bei 
der Priifung des Verhaltens von d,l-Leucylglycin machten wir 
jedoch die Beobachtung, daB hier nach Zusatz der d-Amino- 
siiureoxydase in manchen Fiillen ein geringer kontinuierlicher 
O,-Verbrauch zu messen war, der von Fall zu Fall schwankend 
bis zu 6 cmm in der Stunde betrug und von der Konzentration 
der Fermentlésung abhingig war. Wie sich aus Versuchen, iiber 


*) Herrn Professor W. Heubner zum 65. Geburtstag. 
1) H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 264, 251 (1940); 269, 47 (1941). 
2) H. Herken, Z. Krebsforsch. im Druck; H. Herken, A.Schmitz u. 
R. Merten, Naturw. 29, 670 (1941). 
5) W. Grassmann u. W. Heyde, Diese Z. 185, 32 (1929). 
*) Biochemic. J. 89, 1629 (1935). 
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die wir spater berichten, ergab, enthalten die Acetontrockenpulver 
geringe Mengen eines d-Dipeptid-spaltenden Fermentes, das laufend 
d-Aminosiuren aus dem Peptid freisetzt, die dann oxydativ des- 
aminiert werden. Diese Spaltung betrug in 2'/, Stunden nie 
mehr als 4—5°/, der eingesetzten Dipeptidmenge. Liingere Zeit 
wurde zu der Desaminierung der in Versuchen mit Glycerin- 
extrakten abgespaltenen d-Aminosiuren nicht bendtigt. Zur Fest- 
stellung quantitativer Ergebnisse kénnen die Hydrolysewerte des 
d-Dipeptids durch Acetontrockenpulver in einem Parallelversuch 
bestimmt und vom eigentlichen Versuchswert abgezogen werden. 
Die folgende Figur soll die Verhiltnisse deutlicher vor Augen fiihren. 
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1 Hydrolyse von d,l-Leucylglycin durch den Glycerinextrakt eines Carcinoms. 
O,-Verbrauch nach Zusatz von d-Aminosiiureoxydase. 


Il Hydrolyse des gleichen Peptids durch die im Acetontrockenpulver aus der 
Niere enthaltene Peptidase. 


Aus dem O,-Verbrauch li8t sich berechnen, dab die Hydro- 
lyse bei Kurve I 52,2°/, betrigt, wihrend sie bei der Kurve II 
nur den Wert von 3,5°/, erreicht. Aus den groBen Unterschieden 
ergibt sich, dai dieser Fehler fiir die Auswertung der Versuchs- 
ergebnisse belanglos ist*). 


*) Dies gilt nur fiir Versuche, in denen keine Metalle als Aktivatoren 
der hydrolysierenden Fermente zugesetzt wurden (vgl. hierzu die iiber- 
nichste Arbeit von R.Merten, A.Schmitz und H.Herken in diesem Heft). 
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Wie wir an anderer Stelle?) bereits kurz mitteilten, wird 
die d-Komponente von racemischem Leucylglycin durch die 
Glycerinextrakte fast aller Organe hydrolysiert. Die Erweiterung 
dieser Versuchsreihe ergab folgende Resultate: 


Tabelle 1 


Hydrolyse der d-Komponente von d,]-Leucylglycin durch Glycerinausziige 
von Geweben. Peptidkonzentration m/40 


Organ Zeit O, Verbrauch 
in emm m 
1. Magen-Ca, medullir ....... 72 186,0 66,4 
2. Magen-Ca. . 72 146,0 52,2 
3. Schleimhaut d. Magens bei Magen- Cal 72 96,5 34,4 
4. Magenschleimhaut normal. . . . 72 125,5 45,0 
5. Leber, Meerschweinchen . ... 48 136,5 48,7 
6. Leber, Meerschweinchen .... .} 48 162,0 57,8 
7. Niere, Schwein . ........f 48 75,0 26,8 
8. Milz, Schwein. . ......../ 48 131,0 46,8 
9, Pankreas, Schwein. . . .... 48 6,5 2,3 
10. Muskel, Schwein. . . ...... 4,1 1,5 


Die Ergebnisse mit Extrakten der Meerschweinchenleber 
zeigen, daB keine quantitativen Unterschiede zwischen Carcinom 
und normalen Organen bestehen. Auffallig ist, daB neben dem 
Muskel — das haben wir schon friher festgestellt — auch 
Pankreas keine d-Leucylglycinhydrolysierende Peptidase aufweist. 

EK. Bamann und O. Schimke') teilten vor einiger Zeit mit, 
daB razemische Peptide nicht iiber 50°/, gespalten werden, wiihrend 
reines d-Leucylglycin nach 10 Stunden bereits zu 60°/, hydroly- 
siert wird. Sie schlossen daraus, daB in Versuchen mit d,l-Pep- 
tiden nur der 1-Anteil gespalten wird. Da bei derartigen Ver- 
suchen bisher allgemein angenommen wurde, daB die 1-Komponente 
zuerst angegriffen wird, schien dieser Schlu8 durchaus berechtigt. 
Die Heranziehung der manometrischen Methode fiir diese Unter- 
suchungen lieferte aber das iiberraschende Ergebnis, da8 diese 
Vorstellung nicht richtig ist. Es zeigte sich, daB beide optisch 
aktiven Komponenten angegriffen werden. Dies gilt nicht nur 
fir Carcinomextrakte, sondern auch fiir Ausziige aus normalen 
Geweben, wie vergleichende Untersuchungen mit der Titrations- 


methode und dem manometrischen Verfahren ergeben haben 
(vel. Tab. 2), 


+) E. Bamann u. O. Schimke, Naturw. 29, 515 (1941). 
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Tabelle 2 
Hydrolyse von d,l-Leucylglycin durch Gewebeextrakte. Peptidkonz. m/40 
Titrationsmethode | Manometr. Methode 
Zeit Gesamt- 
Gewebe in |n/1l00KOH O,-Verbr.| d-Spaltg. | 1-Spaltg. 
Std. in ecm in emm in in 
in 
1. Magen-Ca 48 0,69 50,2 153,5 55,0 55,4 
2. Magen-Ca 48 0,56 44,8 127,2 45,5 44,1 
3. Leber-Meer- 
schwein 60 0,63 | 50,0 140,0 50,0 50,0 
4. Leber-Meer- | 
schwein 60 0,57 | 45,5 106,0 37,8 53,2 
5. Milz, Ochse | 48 057 | 40,0 112,0 40,0 40,0 


In der Mehrzahl der Versuche entfillt also fast die Hilfte 
der gemessenen Gesamthydrolyse auf die Spaltung des d-Anteils 
des Peptids. Da 1-Leucylglycin in der gleichen Versuchszeit 
quantitativ aufgespalten wird, so wird nicht nur die Hydrolyse 
der d-Komponente, sondern auch die des |-Anteils gehemmt. Wir 
haben an die Méglichkeit gedacht, daB sich die Spaltungs- 
produkte von zwei Fermenten gegenseitig im Reaktionsablauf der 
Peptidhydrolyse stéren. In der folgenden Arbeit sind Versuche 
beschrieben, die sich mit der Aufklirung des Vorgangs befassen. 

Es sei hier noch hervorgehoben, daB in unsern Versuchen 
kein Zusatz von Metallen als Aktivatoren der Peptidhydrolyse 
zur Anwendung kam. Glycerinextrakte aus frischen Geweben ver- 
halten sich also wesentlich anders als gereinigte Fermentpriiparate 
aus Organen, die nach den Untersuchungen von EK. Maschmann") 
d-Dipeptide erst nach Zusatz von Aktivatoren aufspalten kénnen. 
Hs ist natiirlich wahrscheinlich, daB in den Glycerinextrakten aus 
frischen Geweben ausreichende Mengen dieser Aktivatoren vor- 
handen sind. Inzwischen hat E. Maschmann’‘) auch an gereinigten, 
durch Metallzusatz aktivierten Enzympriaparaten gefunden, da 
sich racemische Peptide den hydrolysierenden Fermenten gegen- 
iiber anders verhalten als die optisch reinen Komponenten. 

Welches Ferment fiir die d-Peptidhydrolyse verantwortlich ist, 
konnte noch nicht sichergestellt werden. Die von M. Bergmann®) 
und Mitarbeitern entwickelten Vorstellungen iiber die sterische 


6) Naturw. 29, 691 (1941). ) Naturw. 29, 783 (1941). 
8) M. Bergmann, L. Zervas, I. S. Fruton, E. Sehneider u. 
H. Schleich, J. of Biol. Chem. 109, 325 (1935). 
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Spezifitit der Peptidasen gelten auf Grund unserer Untersuchungen 
offenbar nicht fiir die Dipeptidspaltungen durch Glycerinextrakte 
aus frischen Geweben. Da wir sie bei Versuchen mit Tripeptiden 
unter gleichen Bedingungen und in gewisser Weise fiir Dipeptide bei 
waBriger Extrakten aus Acetontrockenpulvern von Organen bestatigt 
finden, kann daher angenommen werden, daf fiir die d-Dipeptid- 
spaltung ein anderes Ferment als die natiirliche Dipeptidase vor- 
handen ist. E. Smith und M. Bergmann’) rechnen ebenfalls auf 
Grund ihrer Versuche mit der Méglichkeit, daB fiir die Hydrolyse 
von |-Leucylglycin und d-Leucylglycin zwei verschiedene Fermente 
in Frage kommen. Da in den Glycerinextrakten neben Aminopoly- 
peptidase auch Fermente vom Typ der Carboxypeptidase vor- 
handen sind, hielten wir es zunichst nicht fir ausgeschlossen, 
daB d-Leucylglycin vielleicht vom Carboxylende her aufgespalten 
wird. M. Bergmann und Mitarbeiter’) haben schon friither ge- 
zeigt, daB die Carboxypeptidase auch solche Peptide spalten 
kann, die am Carboxylende eine natiirliche Aminosiure, in direkter 
Nachbarschaft dazu aber den Antipoden einer natiirlichen Amino- 
siure enthalten. Nach Angaben vonM.BergmannundLS8.Fruton?}) 
soll die von M. L. Anson!?¥) krystallin erhaltene Carboxypeptidase 
allerdings nicht in der Lage sein, d,l-Leucylglycin in titrimetrisch 
me8baren Mengen zu spalten. Doch konnte mit der Méglichkeit 
gerechnet werden, daB sich Glycerinextrakte wesentlich anders 
verhalten. Wir haben daher zur Klarung dieser Frage Substrate 
herangezogen, deren Aminogruppe man nach dem Verfahren von 
M. Bergmann mit dem Benzylester der Chlorocarbonsiure reagieren 
14Bt, und die dadurch dem Angriff der Dipeptidase entzogen wird. 


Tabelle 8 


Hydrolyse von Carbobenzoxyglycyl-d,l-Alanin und Carbobenzoxyglycyl- 
1-Leucin durch Organextrakte 


Bestimmung der Spaltung mit der Titrationsmethode 


O Cbz-Glyeyl-d, l-Alanin Cbz-Glycyl-l-Leucin 
rgan Spaltung in °/, Spaltung in °/, 
1. Magen-Ca. .. . 
0 


*) J. of Biol. Chem. 138, 789 (1941). 
1) M. Bergmann, L. Zervas u. H.Schleich, Diese Z. 224, 47 (1934), . 


1) M. Bergmann u. I. S. Fruton, J. of Biol. Chem. 117, 194 (1937). 
%) J. gen. Physiol. 20, 663 (1937). 
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Damit eriibrigte sich eine Priifung mit der manometrischen 
Methode. Die Spaltung des d-Dipeptids wird also nicht durch 
Carboxypeptidase hervorgerufen. Es kommt demnach hierfiir nur 
eine Dipeptidase in Frage. Ob es sich hierbei um ein neues 
d-Ferment handelt oder ob l- und d-Peptidase ein gemeinsames 


Tragerprotein neben verschiedenen Co-Enzymen aufweisen, ist noch 
nicht sicher entschieden worden. 


ii, 


Von besonderem Interesse war nun die Klirung der Frage, 
ob auch ein d-polypeptidspaltendes Ferment in den Glycerin- 
extrakten enthalten ist. Mit diesem Problem haben wir uns be- 
reits beschiiftigt?). Es schien jedoch wiinschenswert, diese Unter- 


suchungen zu erweitern und zur Priifung noch andere Peptide 
heranzuziehen. 


Bei der Besprechung der Versuche mit d-Dipeptiden haben wir schon 
erwiihnt, daB die Vorstellungen yon M. Bergmann’) iiber die sterische 
Spezifitiit der Dipeptidase offenbar nicht fiir Untersuchungen mit Glycerin- 
extrakten gelten. Unsere Ergebnisse mit d-Tripeptiden ergaben aber im 
Verhalten der einzelnen Peptide charakteristische Unterschiede, die die An- 
schauungen dieser Autoren stiitzen. Da sie fiir das Verstiindnis der von 
uns erhaltenen Resultate wichtig sind, sei hier noch einmal kurz auf die 
wesentlichen Punkte hingewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit interessiert 
zunichst nur die Spaltung der Tripeptide durch Aminopeptidase, d. h. am 
Beispiel des d-Leucylglycylglycins die Zerlegung in d-Leucin und Glycyl- 
glycin. Durch die manometrische Methode wird nur diese Aufteilung er- 
faBt, da die anderen Komponenten optisch inaktiv sind und daher keine 
Reaktion mit der d-Aminosiiureoxydase eingehen. Die sterische Spezifitiit 
der Aminopeptidase erkliren M. Bergmann und Mitarbeiter auf Grund 
der von ihnen aufgestellten Polyaffinitiitstheorie. Bestimmten aktiven Gruppen 
des Enzyms (binding-plane des Enzyms) stehen ebensolehe Gruppen des 
Substrates gegeniiber. Die enzymatische Spaltung des Substrates ist nur 
méglich, wenn sich die beiden hypothetischen Ebenen des Enzyms und des 
Peptids bis auf wenige A-Einheiten nahern kiénnen. Die Spaltung von 
Tripeptiden wird folgendermaBen erklirt. Die aktiven Gruppen in dem 
Substrat der Aminopeptidase sind die freie Aminogruppe und verschiedene 
Atomgruppen der iibrigen Peptidverbindungen. Die bindende Ebene wird 
hier, wie die Formel zeigt, durch NH- und CO-Gruppe durch das a-C-Atom 


und die NH,-Gruppe gebildet. Das a-C-Atom ist keine aktive Gruppe, 
liegt aber in der bindenden Ebene. 


Des Enzym kann sich dem Substrat nur von der Seite aus nihern, 
auf der das a-H-Atom liegt. Dann findet es auch die oben genannten fiir 
die Enzym-Substratbindung wichtigen Gruppen in der richtigen Reihenfolge 
vor. Enthilt das Peptid nun eine unnatiirliche Aminosiure, so tritt an 
Stelle des a-H-Atoms ein gréSeres Radikal, das die Bindung zwischen 
Enzym und Substrat je nach GréBe erschwert oder unméglich macht. Eine 
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Anlagerung des Fermentes an das Substrat von der anderen Seite her, hat 


deswegen keinen Erfolg, weil die fiir die Reaktion wichtigen Gruppen 
nicht in der richtigen Reihenfolge vorliegen. 


a H H, CH, CH, 
NH 
C,H On, NH, 
én NO NH 
Ct, H~ ~co~ ¢, H,0,N 
1-Leucylglycylglycin d-Leucylglycylglycin 
Tabelle 4 


Hydrolyse der d-Komponente von d,]l-Alanylglycylglycin und 
d,1-Leucylglycylglycin 


Zeit | Peptidkonz. | Alanylglycyl- | Leucylglycyl- 
Organ in | in mg GN in glycin glycin 

Std. | 2cem Ansatz we in °/,|Spaltung in °/, 
i. Magen-Ca. 48 0,350 60,2 3,2 
2. Driisenmetastasen 72 0,350 38,0 3,9 
3. Driisenmetastasen 72 0,175 33,2 .§,2 
4. 48 0,175 29,8 5,9 
ea 96 0,350 32,5 6,5 
6. Gehirn . . ... 48 0,350 25,3 0,0 

7. Duodenalschleim- 

haut ...... 48 0,350 7,8 0,0 
a, 48 0,350 65,5 1,9 


Wir geben einige Beispiele dafiir an, daB sich tatsiichlich 
erhebliche Unterschiede ergeben, je nachdem das Peptid eine 
kurzkettige d-Aminoséure oder eine solche mit voluminéser Atom- 
gruppe enthalt. Auch d-Leucylglycylglycin wird in einem ge- 
wissen Ausma8 yon Carcinomextrakten, aber ebenso von den 
Glycerinextrakten einiger normaler Organe gespalten. Die Hydro- 
lyse ist allerdings viel geringer als die des Dipeptids d-Leucyl- 
glycin. Es konnte ausgeschlossen werden, daB die Hydrolyse 
des d-Tripeptids durch die Spaltungsprodukte des l-Anteils ge- 
hemmt wird, denn d-Leucylglycylglycin wird nicht starker hydroly- 
siert’), Wir haben bereits an anderer Stelle darauf hingewiesen, 
daB dieser Befund nicht unbedingt fiir das Vorhandensein von 
geringen Mengen einer d-Peptidase in diesen Gewebeextrakten 
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spricht. Es ist nicht ausgeschlossen, da® die durch den Kinbau 
von d-Leucin in ein Peptid hervorgerufene sterische Hinderung 
durch héhere Konzentration von 1-Peptidase iiberwunden wird. 
Da sich diese Frage nicht ohne weiteres kliren lift, haben wir 
zunichst noch zwei andere Tripeptide untersucht, deren Ver- 
halten uns in diesem Zusammenhang besonders interessierte. Wir 
wihlten hierzu zwei Tripeptide aus, die eine liingere d-Amino- 
siure als d-Alanin und eine kiirzere als d-Leucin enthielten. 


Tabelle 5 


Hydrolyse der d-Komponente im d,l-Aminobutyrylglycylglycin 
durch Organextrakte 


Versuchszeit 72 Stunden, Peptidkonzentration 0,350 mg d N in 2 ccm Ansatz 


Organ O,-Verbrauch in 
1. Magen-Ca. . . 52,5 18,8 
2. Magenschleimhaut bei Magen- Ca . 16,7 6,0 
3. Magen-Ca .. . 23,0 8,2 
4, Prostatahypertrophie 21,4 7,6 
5. Milz . F 57,5 20,5 
6. Niere . 45,2 16,2 
7. Muskel . 9,1 3,2 


Besonders deutlich zeigt sich der Hinflu8 der Konstitution 
der untersuchten Peptide auf die sterische Spezifitit bei ver- 
gleichenden Untersuchungen der Hydrolyse von 4 Tripeptiden, 
wobei neben den bisher gepriiften noch d-Valylglycylglycin hinzu- 
genommen wurde. 


Tabelle 6 


Hydrolyse der d-Komponenten von d,l-Alanyl-, Aminobutyryl-, Valyl- und 
Leucylglyeylglycin durch Organextrakte 


Peptidkonzenitration 0,35 mg d-N, Versuchszeit 48 Stunden, Spaltung in °/, 


Organ d-Alanylgly- | Aminobutyryl-} Valylglycyl- | Leucylglycyl- 
cylglycin glycylglycin glycin glycin 
1. Magen-Ca 60,2 18,8 7,4 6,0 
2. Milz. . . 61,4 11,5 0,7 
3. Leber. . 28,8 — 3,2 2,5 
4,Niere . . 46,3 12,0 0,7 1,0 
5. Myom. . 41,0 ~ 1,6 3,6 
6. Muskel . 5,3 0 0 
7. Niere . . 56,1 16,2 5,5 0 
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Bemerkenswert ist, daB die sterische Hinderung durch den 
Einbau von d-Valin sehr viel ausgepragter ist als beim Amino- 
butyrylglycylglycin. Dies wird wohl auf die voluminése Isopropyl- 
gruppe zuriickzufiihren sein. 

Auf Grund theoretischer Vorstellungen kann erwartet werden, 
daB die d-Peptid-spaltenden Fermente unter bestimmten Be- 
dingungen auch den Kinbau von d-Aminosiuren vornehmen 
kénnen. Geht man davon aus, daB die hydrolytische Spaltung 
von Peptiden tatsichlich ein umkehrbarer Vorgang ist. — M. Berg- 
mann und Mitarbeiter!) haben dies bekanntlich sicherstellen 
kénnen — so zeigen unsere Untersuchungen an Tripeptiden, daB 
hier die Bedingungen fiir einen Einbau an d-Aminosiuren sehr 
viel ungiinstiger sind als bei den Dipeptiden. Nach diesen Fest- 
stellungen scheint es uns durchaus méglich, daB die sterische 
Spezifitat bei Peptidmodellen aus mehr als drei Aminosiuren 
noch eindeutiger auf die l-Form gerichtet ist. Ob sich bei 
diesen gréBeren Molekiilen Unterschiede zwischen normalen 
Organen und Carcinomen ergeben, mu8 noch untersucht werden. 
Das Vorhandensein eines d-Dipeptid-spaltenden Fermentes ist 
inzwischen oft mit der neuen Geschwulsttheorie von F. Kégl 
und H. Erxleben'*) zusammengebracht und auch als Argument 
gegen diese Theorie angefiihrt worden, weil dieses Ferment auch 
in normalen Organen vorkommt. Wie die Untersuchungen der 
Proteine normaler und auch pathologisch verinderter Gewebe er- 
geben haben, enthalten diese aber im Gegensatz zu den Carci- 
nomen keine unnatiirliche Glutaminsiure’*!5), Die oben ge- 
nannten Hinweise diirften bereits deutlich zeigen, daB der Aufbau 
eines gréBeren Proteinmolekiils, in dem unnatiirliche Aminosiiuren 
vorkommen, noch ein véllig uniibersichtlicher Vorgang ist, bei 
dem eine groBe Reihe von Katalysatoren mitwirken muB. 

Wahrscheinlich werden bei dem Kinbau von d-Aminosiiuren in 
die Organproteine aber noch andere Faktoren eine wesentliche Rolle 
spielen. So besitzen wir bisher noch keine Kenntnisse dariiber, 
wo und unter welchen Bedingungen d-Aminosiiuren im Korper 
entstehen. Es wird wenig wahrscheinlich sein, daf die Amino- 
siuren der d-Reihe dem Carcinom von aufen etwa mit der 
Nahrung zugefiihrt werden, zumal d-Aminosiiuren bisher nur in 


%) M. Bergmann u. F. Frinkel-Conrat, J. of Biol. Chem. 119, 
707 (1937). 


4) F. Kég] u. H. Erxleben, Diese Z. 258, 57 (1939). 
*) H. Erxleben u. H. Herken, Diese Z. 264, 240 (1940). 
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pflanzlichen Proteinen in geringen Mengen aufgefunden worden 
sind. Es liegt naher anzunehmen, das Carcinomeiweif von 
einer derartigen Zufuhr unnatiirlicher Aminosiuren unabhingig 
ist und diese selbst herstellt}*), Hierin wird vielleicht die 
wichtigste enzymchemische Abweichung des Tumors vom normalen 
Gewebe zu sehen sein. In diesem Zusammenhang ist ein Be- 
fund von Ivanovics*") besonders interessant, der fand, dab 
der Bacillus mesentericus vulgatus, dessen Kapselsubstanz aus 
einem d-Glutaminsiiurepeptid besteht, zum Aufbau dieses Peptids 
d-Glutaminsiiure nicht verwenden kann, sondern in seinem Stoff- 
wechsel ausschlieBlich auf Aminosiiuren der 1-Reihe angewiesen 
ist. Daraus geht hervor, dab in der Natur Fermente vorkommen, 
die d-Aminosiuren synthetisieren kénnen. 


Unsere Untersuchungen an Tripeptiden haben eine deutliche 
Resistenz gegentiber den normalen Peptidasen nur beim d-Valyl- 
glycylglycin und d-Leucylglycylglycin erwiesen. Hierbei ist nun 
interessant, daf die in den Proteinen von Carcinomen gefun- 
denen d-Aminosiuren, d-Glutaminsiure, d-Valin, d-Lysin und 
d-Leucin sowie d-Oxyglutaminsiure, iiber lingere C-Ketten ver- 
fiigen. Im Einklang mit den Modellversuchen an synthetischen 
Peptiden haben Ko6gl und Erxleben?’) in Versuchen am 
Hund den Beweis erbringen kénnen, daB nach Fiitterung von 
gekochtem Brown-Pearce-Carcinom ein grofer Teil der Tumor- 
proteine dem Angriff der normalen Verdauungsfermente ent- 
zogen wird. 

Ii. 

Ubereinstimmend mit den Untersuchungen an Organextrakten 
finden wir das Verhalten der verschiedenen d-Tripeptide gegen- 
iiber Serumenzymen. Wie bereits frither festgestellt wurde, 
wird d-Alanylglycylglycin viel besser hydrolysiert als d-Leucyl- 
glycylglycin. Dies trifft jedoch nicht fiir alle Seren zu. Normale 
menschliche Seren kénnen beide Tripeptide nicht zerlegen. Da- 
gegen fand sich eine hohe d-Alanylglycylglycinhydrolyse bei 
allen Krankheiten, in denen gréfere Zellzerfallsprozesse im 


168) Vgl. hierzu auch F, Kégl] u. HW. Erxleben, Diese Z. 258, S. 88 u. 
90 (1939). 

Ivanovies, zit. nach F. Kégl u. I. Erxleben, Diese Z. 264, 
202 (1940). 


18) Diese Z. 264, 108 (1940). 
%) E. und R. Abderhalden, Diese Z. 265, 253 (1940). 
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Korper bestanden. d-Leucylglycylglycin wurde nur von Krebs- 
seren, allerdings nicht von allen, in starkerem Mafe angegriffen. 
Eine Auswertung dieses Befundes fiir eine Carcinomdiagnose 
haben wir bereits friher abgelehnt°), Die Serumversuche haben 
wir inzwischen durch Priifung eines weiteren d-Tripeptids, und 
zwar von d-Aminobutyrylglycylglycin erweitert. Es interessierte 
uns hier die Frage, ob es gelingt, bei Krebsseren durch Anwen- 
dung dieses Tripeptids eine gréBere Zahl positiver Ergebnisse 
als beim d-Leucylglycylglycin zu erhalten. 


Tabelle 7 
Hydrolyse der d-Komponente von d,l-Aminobutyrylglycylglycin 
Versuchszeit 72 Stunden. Peptidkonzentration 0,560 mg d-N in 2 ccm Ansatz 


Serum 


O,-Verbrauch Spaltung 

0,5 eem in 
1. Bronehial-Ca. ....... 11,0 2,5 
10,7 2,4 
4, Bronehial-Ca ....... 5,8 1,3 
5. Pylorusstenose (gutartig) . . 4,9 RE 
6. Schrumpfniere. ...... 6,8 1,5 
7. Lungentuberkulose. ... . 5,8 1,3 
8. Cholecystitis. ....... 0,0 0,0 
11. Normales Serum. ..... 0,0 0,0 
12. 0,0 0,0 


Bei diesen Seren betrug die d-Leucylglycylglycinhydrolyse 
mit Ausnahme der beiden ersten Fille weniger als 1°/,. Die 
Ergebnisse sind auch hier ebensowenig wie die der Hydrolyse 
von d-Alanylglycylglycin fiir Carcinome spezifisch. Das Auf- 
treten von d-Peptid-spaltenden Fermenten ist bekanntlich von 
KE. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern?!) als Abwehrvorgang 
gegen die im Tumor vorhandenen d-Aminosiuren gedeutet worden, 
da es ihnen gelang, durch Injektion razemischer Peptide d-Pepti- 
dasen hervorzurufen. Dieser Befund konnte nicht bestitigt 


20) H. Herken u. R. Merten, Diese Z. 270, 201 (1941). 


21) E. Waldschmidt-Leitz, K. Mayer u. R. Hatschek, Diese Z. 
263, I (1940). 
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werden??), Auch wir haben uns unter Anwendung der mano- 
metrischen Methode davon iiberzeugt, daB durch Injektion raze- 
mischer Tripeptide keine d-Peptid-spaltenden Fermente im Serum 
erzeugt werden kénnen. 


Tabelle 8 


Hydrolyse der d-Komponente von d,l-Leucylglycylglycin 
nach intravendser Injektion 
von 0,5 cem einer 2°/,igen d,l-Leucylglycylglycinlésung bei Ratten 


Zahl der Injektionen O,-Verbrauch Spaltung in °%/, 
3 0 0 
3 2,2 0,5 
6 0 0 
6 0 0 
12 0 0 
12 2,2 0,5 
12 2,2 0,5 


Im Verlaufe unserer Untersuchungen haben sich nun eine 
Reihe von Beobachtungen ergeben, die eine andere Deutung fiir 
das Auftreten von d-Peptide-spaltenden Fermenten im Serum er- 
geben. Wir haben vor kurzem im Tierexperiment zeigen kénnen, 
daB nach Unterbindung der GefiiBe einer Niere beim Kaninchen 
eine Steigerung der d-Alanylglycylglycinhydrolyse auftritt?), und 
damit den Beweis erbracht, dieser Vorgang tatsichlich ein 
Ausdruck von Nekrosevorgiingen im Ko6rper ist. Da uns aus den 
friiheren Untersuchungen bekannt war, daB diejenigen Seren, die 
d-Leucylglycylglycin hydrolysieren konnten, auch d-Alanylglycyl- 
glycin in hohem MaBe spe!teten, haben wir an die Méglichkeit 
gedacht, ob die bei den Krebsseren beobachtete d-Leucylglycyl- 
glycinspaltung ebenfalls mit dieser im Verlauf von Zellzerfalls- 
prozessen gefundenen veriinderten Fermenttitigkeit in Zusammen- 
hang gebracht werden kann. Wir haben daher gepriift, ob auch 
die Hydrolyse anderer d-Tripeptide nach einem derartigen opera- 
tiven EKingriff im Serum zunimmt. Es wurde zuniichst neben 
d-Alanylglycylglycin noch d-Aminobutyrylglycylglycin untersucht. 
Die Versuche wurden an Kaninchen durchgefihrt, wobei sich 
herausstellte, daB auch normales Kaninchenserum in der Lage 
ist, d-Alanylglycylglycin zu hydrolysieren. 


22) Literatur bei H. Herken, Z. Krebsforsch., im Druck. 
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Tabelle 9 


Hydrolyse der d-Komponente von d-Alanylglyeylglycin und d,l-Amino- 

butyrylglycylglycin durch Kaninchenserum yor und nach Unterbindung der 

GefiBe einer Niere. Peptidkonzentration 0,56 mg d-N in 2 ccm Ansatz 
Versuchszeit 72 Stunden 


d-Alanylglyeylglyci -Ami ] i 
anylglycylglycin | d-Aminobutyrylglycylglycin 
0,5 eem O,-Verbr. | Spaltung O,-Verbr. | Spaltung 
in emm in °/, incmm in 
I. vor Operation 228 | 65, 2,0 | 0,4 
6 Tg. nach Op. 48,5  =10,8 5,0 
14 Tg. nach Op. 49,0 10,9 5,7 | 1,3 
II. vor Operation 16,2 3,6 2,0 0,4 
12 Tg. nach Op. 56,5 12,5 — | — 
17 Tg. nach Op. 60,5 13,5 9,5 2,0 
24 Tg. nach Op. 69,0 15,3 9,6 2,1 
30 Tg. nach Op. 44,0 10,2 8,2 | 1,8 
In einem weiteren Versuch haben wir auch das uns besonders : 7 


interessierende d-Leucylglycylglycin hinzugenommen*). 


Tabelle 10 


Hydrolyse der d-Komponente im Alanyl-, Aminobutyryl- und Leucyl- 
glycylglycin durch Kaninchenseren vor und nach Unterbindung der GefiBe 
einer Niere. Peptidkonzentration 0,56 mg d-N in 2 ecem Ansatz 
Versuchszeit 72 Stunden 


Alanylglyeyl- | Aminobutyryl- | Leucylglycyl- 
glycin glyeylglycin glycin 
vor der Operation 29,1 6,5 0 | 0 0 0 
4 Tg. nach der Op. 47,2 10,5 5,9 | 1,3 0 0 
10 Tg. nach der Op. 68,5 15,3 18,3 4,1 7,8 $7 
16 Tg. nach der Op. 81,0 18,0 10,7 2,4 7,8 1,7 
36 Tg. nach der Op. 39,7 8,7 3,8 1,0 


Der Anstieg der Hydrolysewerte bleibt aus, wenn nach der 
GefaBunterbindung keine Nekrosen auftreten. Wir konnten uns 
hiervon durch Unterbindung einer Schenkelarterie iiberzeugen. 


*) Mitgeteilt in Naturw. 30, 226 (1942). 
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Von den Ergebnissen dieser Versuche scheint uns besonders be- 
merkenswert, daB einige Zeit nach der Operation die d-Kom- 
ponente von 4d,l-Leucylglycylglycin ebenfalls angegriffen wird. 
Hier scheinen hnliche Verhiltnisse vorzuliegen wie bei den Ver- 
suchen mit Organextrakten. Die durch den Einbau von d-Leucin 
in das Peptid verursachte sterische Hinderung kénnte in diesen 
Versuchen ebenfalls durch héhere. Konzentrationen von 1-Pepti- 
dasen tiberwunden werden. Ob die in unseren friiheren Arbeiten 
beobachtete d-Leucylglycylglycinhydrolyse bei Krebsseren auch 
als Folgeerscheinung von Gewebsnekrosen aufzufassen ist, ist noch 
nicht sicher. Wir fanden nimlich bei manchen Fallen von Tuber- 
kulose d-Alanylglycylglycinhydrolysen, die diejenige mancher 
Krebsseren iibertrafen, wihrend die Spaltung von d-Leucylglycyl- 
glycin durch die gleichen Seren weniger als 1°/, ausmachte. Kine 
Erklirung fiir diese Vorginge kénnte man vielleicht in der An- 
nahme finden, daB in den Krebsseren besondere Aktivatoren fir 
dieses Tripeptid vorkommen. Dab fiir die einzelnen Substrate 
verschiedene Metalle als optimale Aktivatoren dienen kénnen, 
hat E. Maschmann?’) gezeigt. Er fand, daB die Hydrolyse von 
Glycylglycin durch Kobalt und die von Alanylglycin durch Magne- 
sium besonders geférdert wird. EK. Maschmann schlieBt daraus, 
daB fiir die Hydrolyse der Substrate kein einheitliches Ferment, 
sondern Gemische substratspezifischer Peptidasen vorliegen. Damit 
in Einklang stehen Versuche von KE. Smith und M. Bergmann?) 
die vor kurzem darauf hinwiesen, daB fiir die Hydrolyse der 
einzelnen Dipeptide wahrscheinlich verschiedene Fermente ver- 
antwortlich sind. Wenn ihnliche Verhiltnisse auch bei den 
Tripeptiden vorliegen, kinnte man im Zusammenhang mit unserem 
Problem auch an die Méglichkeit denken, daB die einzelnen Fer- | 
mente durch die verschiedenen Nekrosevorgiinge in ungleicher 
Weise in Freiheit gesetzt oder zerstért werden. 


Zur Ausfiihrung der Versuche 


Operationspriiparate oder Organe von frisch getéteten Tieren wurden 
im Morser mit Quarzsand zerrieben, anschlieBend mit 1 Teil Glycerin (87 °/,) 
und 2 Teilen Phosphatpuffer versetzt und 24 Stunden unter hiiufigem 
Schiitteln bei 0° extrahiert. Der Gewebebrei wurde abzentrifugiert und 
die tiberstehende Fliissigkeit nach Filtration fiir die Versuchsansiitze ver- 
wendet. Gré8ter Wert mu8 auf die Einhaltung steriler Versuchsbedingungen 


*8) Biochem. Z. 308, 359 (1941). 
*4) J. of Biol. Chem. 138, 789 (1941). 
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gelegt werden. Simtliche Glassachen und Mérser wurden im Trocken- 
schrank bei 160° sterilisiert, und nach Abkihlung sofort fiir die Versuche 
verwendet. Die Messung des O,-Verbrauches geschah in der von O. War- 
burg®) angegebenen Apparatur. 


Die Ansiitze fiir die Fermentversuche, die bei einer Temperatur 


von 37,5° im Thermostaten auf bewahrt wurden, hatten folgende Zusammen- 
setzung: 


a) 1,0 eem Glycerinextrakt, 1,0 eem Peptidlésung und 2,0 ecm Phosphat- 
puffer m/15 p;, = 7,4. Die Konzentration und die Art der verwendeten 
Peptidlésung ist aus den Tabellen ersichtlich. 


b) 1,0 cem Glycerinextrakt und 3,0 eem Phosphatpuffer ohne Peptid. 
Dieser Leerversuch diente als Thermobarometer. i 


Nach den in den Tabellen angegebenen Versuchszeiten wurden 2,0 ccm 
des Ansatzes in die Warburggefiife eingefiillt, in deren Einsatz 0,2 ecm 
10°/,ige KOH einpipettiert war. Im seitlichen Anhang des GefiiBes befand 
sich 0,5 cem der d-Aminosiureoxydaselésung, deren Herstellung wir friiher : 
beschrieben haben*®). Die Manometer und GefiBe wurden mit reinem 
Sauerstoff durchstrémt. 


c) Gleicher Ansatz wie a), nur wurde an Stelle des Peptids 1,0 eem— 
einer d-Aminosiurelisung bekannter Konzentration zugegeben. Der Ansatz 
diente zur Testung der Wirkung der d-Aminosiiureoxydase und soll ver- 
hindern, daB durch Unwirksamkeit des Fermentes negative Werte vor- 
getiuscht werden. Weitere experimentelle Einzelheiten sind in friiheren 
Arbeiten angefiihrt”°). 


*») Der Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926. = 
26) H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 269, 51 (1941); H. Herken 
u. R. Merten, Diese Z. 270, 209 (1941). 
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Zur Klarung der Hemmungsvorgange 
bei der Spaltung von racemischem Leucylglycin 
Von 
A. Schmitz, R. Merten und H. Herken 
Mit 3 Figuren im Text 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik K6ln) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Marz 1942) 


In einer gréferen Untersuchungsreihe iiber die Hydrolyse 
des d,l-Leucylglycins durch Glycerinextrakte aus normalen und 
carcinomatésen Geweben iiberschritt, wie wir bereits berichtet 
haben?), die mit der Titrationsmethode gemessene Gesamtspaltung 
des Racemats unter den angefiihrten Versuchsbedingungen nie 50°/,. 
Wie spiater durch parallelgehende Versuche mit der manometrischen 
Methode nach H. Herken und H. Erxleben?) gezeigt werden 
konnte, entfiel dabei etwa die Hilfte der aus der Azidititszunahme 
errechneten Gesamthydrolyse auf die Spaltung des d-Anteils*). 
In dieser Arbeit wird gepriift, welche Vorgiinge die Spaltung der 
1- und d-Komponenten beeinflussen. Als Ursache haben wir im 
wesentlichen in Erwigung gezogen, wieweit Fermentmenge, Peptid- 
konzentration und Spaltprodukte fiir die Hemmung der Hydrolyse 
von Bedeutung sind. | 

Um fiir diese Untersuchungen miglichst gleiche Bedingungen 
zu erhalten, wurde stets ein einheitlicher Fermentextrakt ver- 
wandt. Als Ausgangsmaterial wihlten wir die Meerschweinchen- 


leber, die eine sehr hohe di-peptidatische Wirksamkeit zeigte. 


Die Leber wurde sofort nach Tétung der Tiere unter sterilen Kautelen 
entnommen, in einem Moérser mit Quarzsand zerriecben und mit der gleichen 
Gewichtsmenge einer m/15-Phosphatpufferlésung vom py 7,4 sowie der 
doppelten Gewichtsmenge 87°/, igen Glycerins versetzt und bei 0° 24 Stunden 
extrahiert. AnschlieBend wurde bei 7000t 30 Minuten scharf abzentri- 
fugiert, durch Schleicher- und Schiillfilter 1017 filtriert. 1 ccm Extrakt ent- 
spricht 0,25 g Frischgewebe. 


) A. Schmitz, Z. exper. Med. 110, 75 (1942). 

*) Diese Z. 264, 251 (1940); 269, 47 (1941). 

5) H. Herken, A.Schmitz u. R. Merten, Naturw. 29, 670 (1941); 
Diese Z. 275, 25 (1942); H. Herken, %. Krebsforsch., im Druck. 
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In dem Versuchsansatz von 1 ccm Fermentextrakt, 1 ccm 
m/10-d,1-Leucylglycin und 2 ccm m/15-Phosphatpuffer wurde 
der d-Anteil des Peptids durchschnittlich zu 40—50°/, gespalten. 
Die Hydrolyse des d-Anteils wurde wie in friiheren Versuchen aus 
dem mit der manometrischen Methode ermittelten O,-Verbrauch, 
die Gesamtspaltung und daraus der l-Anteil aus dem Aziditiits- 
zuwachs errechnet, den wir mit der Mikrotitrationsmethode nach 
Grassmann und W. Heyde‘) erhielten. 


Wir haben zunichst den Einflu8 der Fermentmenge unter- 
sucht. Dabei zeigte sich, daB die Hydrolyse zwar von der Ferment- 
menge abhiingig war, daB jedoch von einer bestimmten Ferment- 
menge ab eine Steigerung der Hydrolyse nicht mehr stattfand. 
Wie aus Tab. 1 zu ersehen ist, ist diese optimale Fermentmenge 
in 1 ccm des Extraktes enthalten, die wir auch in unsern bis- 
herigen Versuchen immer angewandt haben. Diese Fermentmenge 
wurde auch in den weiteren Versuchen beibehalten. 


Tabelle 1 
Der Einflu8 der Fermentmenge auf die Hydrolyse des d,l-Leucylglycins 


Bestimmung des d-Anteils mit der manometrischen Methode nach 
einer Fermenteinwirkung von 48 Stunden. Versuchstemperatur 37,5°. An- 
satz: 1 ecm m/10-d,l-Leucylglycin, Fermentextrakt + Puffer = 3 eem End- 
konzentration des d,l-Peptids m/40. 7 


Extraktmenge in cem Spaltung in %/, 
0,25 20,2 
0,50 36,0 
1,00 58,0 
3,0 58,0 


Verfolgen wir bei dieser Fermentkonzentration den Verlauf 
der Spaltungskurve einer m/40-Peptidkonzentration, so sehen wir, 
daB in den ersten 24 Stunden bereits etwa 40°/, des d-Anteils 
im d,l-Leucylglycin gespalten wird, wobei Untersuchungen nach 
3, 6, 12 und 24 Stunden zeigten, daB d- und |-Komponente fast 
gleichzeitig angegriffen werden. Nach diesem Zeitpunkt geht die 
Hydrolyse nur langsam weiter und kommt zwischen 50 und 60°/, 
zum Stillstand (vgl. Fig. 1). Der Stillstand der Reaktion ist nicht 
darauf zuriickzufiihren, daB nach dieser Zeit das Ferment inaktiv 


*) Diese Z. 183, 32 (1929). 
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wird. Wir konnten uns davon iiberzeugen, daB die Glycerin- 
extrakte noch nach einem 2—3 tigigen Verbleiben bei 37,5° voll 
wirksam waren. 


“10% 

607 

40 al 

20 4 
612 2k. We 72 192 Stal 


Fig. 1 
Verlauf der Hydrolyse der 1]- und d-Komponente von racemischem Leucylglycin 
Konzentration m/40 


I. Spaltung der 1-Komponente 
II. Spaltung der d-Komponente — —— — 


Unter sonst gleichbleibenden Versuchsbedingungen wurde nun 
die Peptidkonzentration geindert. Die in Tab. 2 wieder- 
gegebenen Ergebnisse zeigen, da8 von einer bestimmten Ver- 
diinnung an der d-Anteil des d,l-Leucylglycins zu 100°/, ge- 
spalten wird. Nach vergleichenden Titrationen wird auch der 
l-Anteil im Racemat vollkommen gespalten. 


Tabelle 2 


Der Einflu8 der Peptidkonzentration auf die Spaltung des d,l-Leucyiglycins 
durch Glycerinextrakte aus Organen 


a) Bestimmung der Hydrolyse des d-Anteils mit der manometrischen Methode, 
errechnet aus dem O,-Verbrauch im Warburg-Respirometer 


Zeit Spaltung in °/, 
Nr. Fermentextrakt in Peptidkonzentration 
F m = | m/40= | m = /m = 
Std /20= | m/40= | m/80= | m/160 
Meerschweinchen 
5, Leber ..... 48 15,5 48,5 89,0 85,0 
2. 48 19,0 43,0 64,0 82,0 
3. 60 17,4 47,0 87,0 92,0 
4, 72 20,8 49,0 75,0 104,0 
Schwein 
5. 48 19,9 42,0 71,0 
Ochse 
6. eee 48 17,5 35,4 80,0 
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b) Bestimmung der Gesamthydrolyse mit der Titrationsmethode (vergleichende 
Untersuchungen zu Versuchen 2, 3 und 6) 


Vorgelegt 0,5 cem des Ansatzes. Titration mit n/100-KOH aa 


Peptidkonzentration 
Zeit m/20 | m/40 | m/80 | m/160 
in 
Zu Versuch 2 | 48 | 0,87 | 34,8) 0,61 | 48,9 
der Tab. 2a 
zu Versuch 3 48 | 0,57 | 23,0; 0,62 | 49,51 0,60 | 96,0; 0,40 | 120,0 
6 | 48 0,64 | 25,6) 0,40 | 32,2 | 
Wir sehen, daB bei einer Konzentration von m/160 sowohl r ‘ 


der d- wie der l-Anteil des Leucylglycins zu 100°/, gespalten 4 
wird, wiihrend in héheren Konzentrationen die Spaltung wesent- Z 
lich geringer ist. So werden beide Komponenten in einer 

m/40-Lésung nur etwa zu 50°/,, in einer m/20-Lésung nur etwa be 
zu 20—25°/, gespalten. 

Die Bedeutung der Spaltprodukte fiir die Peptidhydrolyse 
haben bereits E. Bamann und O. Schimke®) vor kurzem zu 
kliren versucht. Zusatz von l-Leucin in einer Endkonzentration 
von m/20 hemmte die Hydrolyse des d,l-Leucylglycins vollkommen. 
Wie dieselben Autoren in weiteren Versuchen zeigten, geht die 
Spaltung des l-Leucylglycins schneller als die des d-Leucylglycins 
vor sich. Hieraus schlossen sie, daB die vorauseilende Spaltung 
des 1-Anteils im Racemat die d-Peptidspaltung blockiert. Wir 
haben in einer friiheren Mitteilung*) bereits zeigen kénnen, daB = 
die bloBe Gegenwart von freiem 1-Leucin die Hydrolyse der oe 
d-Komponente nicht absolut ausschlieBt. Es spielt auch hier die & 
Konzentration des freien l-Leucins zu Beginn der Spaltung eine 
wesentliche Rolle. Unter Beibehaltung der Versuchsbedingungen 
haben wir zu den einzelnen Ansiitzen 1-Leucin in steigenden 
Konzentrationen (von m/160 bis m/20) zugegeben. 

Zur Methodik war es notwendig festzustellen, ob hohe Konzentrationen 


von |-Leucin die Desaminierung des d-Leucins beeinfluBten. Edlbacher 
und Baur®) haben bereits gezeigt, da% 1-Alanin auch in einer fast m/5-End- 


") Naturw. 29, 365 (1941); Biochem. Z. 310, 131 (1941). 
*) S. Edlbacher u. H. Baur, Diese Z. 270, 176 (1941); S. Edlbacher, 
H. Baur u. M. Becker, Diese Z. 265, 61 (1940). 
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konzentration die Desaminierung des d-Alanins nicht beeinfluBt. Das gleiche 
trifft nach unsern im Warburg-Respirometer durchgefiihrten Versuchen 
fiir die Desaminierung des d-Leucins unter Zusatz von 1-Leucin (bis m/20) 
zu. Vorgelegtes d-Leucin wurde in allen Fallen innerhalb von 1'/, Stunden 
zu 100°/, wiedergefunden (vgl. Fig. 2). 


Die Ergebnisse sind in Tab. 3 wiedergegeben. Sie bestitigen 
im Prinzip die Befunde von Bamann und Schimke'). Zusatz 
von l-Leucin fihrt in einer m/20-Endkonzentration zu einer nahe- 
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Die Dcsaminierung bei Zusatz von 1-Leucin 


1. 2ccm m/1000-d-Leucin. 0O,-Verbrauch = 23,9cmm. 107 °/, d-Leucin 


2. 1ecm m/500-d-Leucin + 1cem m/10-l-Leucin. O,-Verbrauch = 24,6 cmm. 
109 °/, d-Leucin. 


zu volligen Blockierung der d-Peptidspaltung, jedoch kommt es 
auch schon bei niederer l-Leucinkonzentration zu einer Hemmung 
der Hydrolyse. 


: Noch bei einer m/160-l-Leucinkonzentration finden wir statt 

einer Spaltung von 49,5°/, nurmehr eine solche von 30,5°/,. 
Demgegeniiber fiihrt zugesetztes Glykokoll nicht zu einer Andevune. 
| | Bei diesen Versuchen ist allerdings zu beriicksichtigen, daB zu 
of der bei Beginn der Hydrolyse schon vorhandenen |-Leucinmenge 
noch das waihrend der Hydrolyse abgespaltene l-Leucin hinzu- 
kommt. 
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Tabelle 3 | 


Der EinfluB von 1-Leucin und Glykokoll auf die Hydrolyse des d-Anteils 
im d,1-Leucylglycin 


Peptidkonzentration: m/40-d,1-Leucylglycin. Fermentlésung: Glycerinextrakt 
aus Meerschweinchen-Leber. Bestimmung mit der manometrischen Methode 


Spaltung des d-Leucylglycins in °/, 

Zeit | Nach Zusatz einer ]-Aminosiiure bis zur 
Nr. Zusatz in Endkonzentration ven: 

Std. 

m/20 | m/40 | m/80 | m/160 | oRne 

1, | ibeuein . 60 | 00 | 87 | 195 | 305 | 49,5 
2. 48 4,5 12,8 19,5 — | °51,5 
3. 72 5,5 11,8 22,8 23,8 | 32,0 
4. 66 6,3 15,0 24,6 27,8 | 37,8 
5. 65 13,0 20,1 — — | 51,0 
6. Glykokoll 45 35,0 42.5 37,5 — | 30,0 
7. 48 29,8 37,5 — — | 87,0 


In Fig.3 haben wir den Verlauf einer d-Leucylglycinspaltung 
tiber lingere Zeit und die Hemmung durch zugesetztes 1-Leucin 
in einer m/60-Endkonzentration in Kurvenform wiedergegeben. 


80 
%Spalvo. 
60r 
40r 
— 
12 24 4g 72 144 192 Std 
Fig. 3 


Verlauf der Hydrolyse des d-Anteils von racemischem Leucylglycin 
ohne 


‘und mit Zusatz —-—-— von m/60-l-Leucin 
Peptidkonzentration m/40 


Es ergab sich nun die Fragestellung, ob nur die im Peptid 
vorhandene optisch aktive Aminosiure, in unseren Versuchen also 
l-Leucin, eine Hemmung der Hydrolyse des d,l-Leucylglycins be- 
wirkt. Kntsprechenden Ansiitzen mit d,l-Leucylglycin haben wir 
l-Alanin und 1-Glutaminsiure zugesetzt; hierbei trat sclbst bei 
den stirksten von uns angewandten Konzentrationen (bis m/20) 
nur eine geringe Hemmung auf. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 4d 
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Tabelle 4 
Der Einflu8 von 1-Alanin und 1-Glutaminsiiure auf die d-Leucylglycinspaltung 


Die Glutaminsiurelésung wurde durch Zugabe von Natronlauge neutralisiert 


Substrat: d,l-Leucylglycin. Peptid-Konzentration: m/40. Bebriitungszeit: 
48—72 Stunden. Fermentextrakt: Glycerinextrakt aus Meerschweinchen-Leber 


Spaltung des d-Leucylglycins in °/, 
Zeit | Nach Zusatz einer ]-Aminosiiure bis zur 
Nr. Zusatz in Endkonzentration von: 
Std. ohne 
m/20 | m/40 | m/80 | m/160 Fanaa 
l-Alanin ... 48 40,0 40,5 45,0 44,0 46,0 
72 42,5 48,0 540 | — 55,0 
2. 1-Glutaminsiure 65 44,5 50,0 48,2 | — 55,0 
72 41,5 44,3 38,0 | — 47,5 


Wir haben auBer d,l-Leucylglycin noch d,l-Alanylglycin als 
Substrat benutzt und gesehen, da8 von den hier zugegebenen 
]-Aminosiiuren Glykokoll, 1-Alanin (bis m/5) und 1-Glutaminsiure 
(bis m/10) die Hydrolyse des d-Anteils nur wenig hemmten, 1-Leucin 
jedoch (m/20) eine vollkommene Blockierung herbeifihrt. 


Tabelle 5 


Der Einflu8 yon-1l-Aminosiuren auf die Spaltung des d-Anteils 
im d,1-Alanylglycin 


Peptidkonzentration und Fermentlésung wie oben © 


Zusatz Spaltung in °/, 
51,5 
]-Alanin (m5). ... . 49,0 
1-Glutaminsiiure (m/10) . . . 55,5 
]-Leucin (m/20) ...... 0,0 


Demnach handelt es sich wohl nicht um eine Hemmung 
durch das dem Dipeptid entsprechende optisch aktive Spaltprodukt. 
Wir verweisen in diesem Zusammenhang auch auf Versuche von 
W.Grassmann und L. Klenck*), die die Hydrolyse von Glycyl- 
glycin durch Zugabe von d-Alanin hemmen konnten, wiihrend die 
des Leucylglycins nur wenig beeinflu8t wurde. W. Grassmann, 
L. Klenck und T. Peters-Mayr‘) priften ferner den EinfluB 


7) Diese Z. 186, 26 (1929). 8) Biochem. Z. 280, 307 (1935). 
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verschiedener Aminosiuren auf die Spaltung von Leucylglycin, 
Alanylglycin und Glycylglycin durch pflanzliche und tierische 
Peptidase (Hefe- und Nierenextrakt), wobei sie zeigen konnten, daB 
Glykokoll, l-Alanin und 1-Leucin unabhingig von der Art und 
Konzentration des Substrates die Wirksamkeit beider Peptidasen 
hemmte, und zwar nahm die hemmende Wirkung zu in der Reihen- 
folge Glykokoll) Alanin Valin} Leucin. Glutaminsiure hatte iiber- 
haupt keinen Effekt. Dies erkliren die Verfasser damit, daB die 
Anwesenheit der zweiten COOH-Gruppe die Affinitit zum Enzym 
herabsetzt. Nach den inzwischen gewonnenen Erkenntnissen ist 
es natiirlich schwer, diese Versuche fiir unser Problem auszu- 
werten. Da diese Untersuchungen offensichtlich an racemischen 
Peptiden vorgenommen wurden, deren Spaltung mit der Titrations- 
methode gemessen wurde, ist nicht ohne weiteres ersichtlich, 
welche Komponente des Peptids in der Spaltung gehemmt wurde. 

Wie bereits erwahnt, haben E. Bamann und O. Schimke 
gefunden, daB die Hydrolyse von d-Leucylglycin durch Zusatz 
von l-Leucin véllig gehemmt werden kann. Zur Erreichung dieses 
Effektes ist aber, wie wir bestiitigen konnten, eine hohe Konzen- 
tration dieser Aminosiure nétig. Die Autoren glaubten, daB diese 
zur Hemmung der d-Komponente notwendige 1-Leucinkonzentration 
durch die dem d-Anteil vorauseilende l-Leucylglycinspaltung er- 
reicht wiirde. Nach unsern bisherigen Feststellungen werden aber 
d- und l-Komponente im racemischen Peptid gleichmaBig auf- 
gespalten. Die Hydrolyse beider Komponenten kommt erst all- 
mihlich zum Stillstand. Da unter diesen Versuchsbedingungen 
auch die Spaltung der l-Komponente gehemmt wird, kann man 
hieraus wohl schon den SchluB ziehen, daB nicht nur das freie 
1-Leucin die d-Komponente, sondern auch das freiwerdende 
d-Leucin die Hydrolyse der 1-Komponente beeinfluBt. 1-Leucin 
kann fiir die Hemmung der Hydrolyse der 1-Komponente nicht 
verantwortlich gemacht werden, da es in den hier verwendeten Kon- 
zentrationen hierauf nur geringen Kinflu8 hat®). Die Hemmung 
der Hydrolyse scheint also dadurch zustande zu kommen, daf die 
optischen Antipoden des Leucins die fiir die Reaktion wichtigen 
Stellen des Fermentes besetzen. Besonders bemerkenswert er- 
scheint uns, daB sich die Wirkung des l-Leucins auch auf die 
Hydrolyse der d-Komponente im d,l-Alanylglycin erstreckt. Wie- 
weit diese in vitro festgestellten Vorgiinge physiologische Be- 
deutung haben, ist natiirlich schwer zu tibersehen. EK. Bamann 
und O.Schimke haben auf Grund der Beobachtung, daB 1-Leucin 
4* 
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die Hydrolyse der d-Komponente hemmt, an die Moéglichkeit 
einer ,,sterischen Steuerung“ des KiweiBauf- und -abbaus gedacht. 
l-Leucin soll trotz Anwesenheit von d-Peptidase nur den nor- 
malen Auf- und Abbau erméglichen, wahrend beim Verarmen eines 
Gewebes an diesem ,Steuerungsmittel“ die d-Peptidase wirksam 
werden soll. Nach den vorliegenden Versuchen liefe sich diese 
Vorstellung dahin erweitern, dafs d-Leucin einen maBgebenden 
HKinflu8 auf den ,,natiirlichen“ Kiweifstoffwechsel haben kénnte. 
Bei all diesen Uberlegungen mu& man aber beriicksichtigen, daB 
in vivo doch wesentlich andere Verhiltnisse vorliegen. Hier wird 
das Gleichgewicht zwischen Aminosiuren und Peptiden und auch 
zwischen Peptiden und Proteinen sicher zugunsten der Synthese 
verschoben sein. Hierbei wiirde aber laufend |-Leucin verbraucht. 
Da die Hydrolyse der d-Komponente von Leucylglycin und damit 
aus rein theoretischen Griinden auch die Synthese von der Kon- 
zentration des freien 1-Leucins abhingt, waren hier auSerordent- 
lich wechselnde Bedingungen gegeben. Dazu kommt noch, — wir 
haben darauf in der vorausgehenden Arbeit verwiesen — dab 
damit bestenfalls die Steuerung des Einbaus einer d-Aminosiure 
in ein Dipeptid erklart werden kiénnte. Uber die Vorginge bei 
den andern Katalysatoren, die zum Aufbau eines Proteins not- 
wendig sind, kénnen aber noch keine Aussagen gemacht werden. 
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Zur Aktivierung der d-Peptidase in Gewebeextrakten 


Von 


R. Merten, A. Schmitz und H. Herken 
Mit 7 Figuren im Text 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik Kéln) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mirz 1942) 


Wir haben in friiheren Untersuchungen iiber die Spaltung 
des d-Anteils im d,l-Leucylglycin durch menschliche und tierische 
Seren mit Hilfe der manometrischen Methode’) hiufig einen ge- 
ringen, aber protrahierten O,-Verbrauch im Warburg-Respiro- 
meter beobachtet. Ein Q,-Verbrauch findet bei der manome- 
trischen Methode nur bei einer Desaminierung freier Aminosiuren 
durch die d-Aminosiureoxydase statt?), Dabei zeigt die O,-Kurve 
stets einen charakteristischen Ablauf. Die Desaminierung und 
entsprechend der O,-Verbrauch ist nach Zugabe des Fermentes 
bei der ersten Ablesung, in unserem Versuch nach einer halben 
Stunde am stirksten und sinkt in der Folge schnell zu niedrigen 
Werten ab (vgl. Fig. 1). Bei den oben erwahnten Versuchen war 
der Verlauf insoweit ein anderer, als bei einem nahezu konstant 
bleibenden O,-Verbrauch ein Abfall der Werte innerhalb von 
3 Stunden nicht eintrat (vgl. Fig. 2). Wir haben zuniichst an 
Verunreinigungen des Peptids gedacht sowie an eine Desaminie- 
rung der d-Aminosaéuren im Peptidverband, obwohl diese nach 
den Untersuchungen von H. A. Krebs sehr unwahrscheinlich 
schien. Eine Spaitung glaubten wir ausschlieBen zu kénnen, 
da die mit der Titrationsmethode*) erhaltenen Acidititswerte nur 
sehr geringe Unterschiede zeigten, die innerhalb der Fehlergrenze 
dieser Methode lagen. 

Bei Versuchen iiber die Aktivierung der in Organextrakten 
nachzuweisenden d-Dipeptidasen zeigte sich, daB die Zugabe be- 
stimmter Metallsalze zu Peptidhydrolyseversuchen mit Glycerin- 
extrakten den O,-Verbrauch bei einer direkten Verfolgung im 
Warburg-Respirometer auSerordentlich erhéhte. Dabei verlief die 


') H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 264, 251 (1940). 
*) H. A. Krebs, Biochemie. J. 29, 1630 (1935); Diese Z. 217, 191 (1933). 
3) H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 269, 47 (1941). 
‘) W. GraBmann u. W. Heyde, Diese Z. 183, 32 (1929). 
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O,-Kurve etwa der in Fig. 2 wiedergegebenen entsprechend. Kinen 
ibnlichen O,-Verbrauch fanden wir, wenn zu einer d,l-Leucylglycin- 
lésung d-Aminosiureoxydase + Metallsalz zugegeben wurde (vgl. 
Fig. 3). Wir konnten uns diese Befunde nur erkliren, wenn wir in 
dem zur Desaminierung zugegebenen Fermentextrakt aus Schweine- 
nierenacetontrockenpulver eine d-Dipeptidase annahmen, deren 
Wirkung durch bestimmte Metalle stark aktiviert wurde. Dann 
muBte es aber auch méglich sein, mit andern Methoden eine solche 
Spaltung nachzuweisen. Tatsiichlich fanden wir mit der Titrations- 
methode nach Zugabe von Mn- oder Co-Werte, die einwandfrei 
auf eine Spaltung des Peptids hinwiesen, wihrend ohne Metall- 
zusatz keine titrimetrisch meBbare Hydrolyse stattfand (vgl. Tab. 1). 


20 T T T T T 7 T T T T T 
O2-Verbr. 
halbe Stunde halbe Stunde halbe Stunde 
Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 


Fig. 1. Der O,-Verbrauch bei der Desaminierung einer m/1000-d-Leucinlésung. 
Ansatz: 2,0 ccm einer m/1000-d-Leucinlésung (py 7,4) + 0,5 ccm Fermentextrakt 
aus Schweinenierenacetontrockenpulver (d-Aminosiureoxydase). Der O,-Verbrauch 
entspricht einer 100°/,igen Desaminierung des vorgelegten d-Leucins. 


Fig. 2. Ansatz: 1,0 cem Phosphatpuffer py 7,4 + 1,0cem m/20-d,1-Leucylglycin + 0,5 cem 
d-Aminosiureoxydaselésung. Der O,-Verbrauch der ersten 3 Stunden (35 cmm) 
wiirde einer Spaltung des d-Peptidanteils von 6,2 °/, entsprechen. 


Fig. 3. Ansatz: 1,0 ccm m/20-d,1-Leucylglycin + 0,75 cem m/15-Phosphatpuffer (py 7,4) 
+ 0,25 ccm Co (m/100) + 0,5cem d-Aminosiureoxydaselésung. Gesamt -O,-Ver- 
brauch = 74 cmm, entsprechend einer d-Peptidspaltung von 26,4 °/). 


Die Konzentration der Fermentlésung (Acetontrockenpulver aus Schweine- 
nieren) war in diesen Versuchen gréBer, als die von uns sonst zur Desami- 
nierung der freigesetzten d-Aminosiiuren bendtigte, um die Wirkung der 
gleichzeitig vorhandenen Dipeptidase besser herauszustellen. 

Wir haben noch ein zweites Dipeptid gepriift, und zwar 
d,l-Alanylglycin und fanden hier unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen einen sehr viel héheren O,-Verbrauch. Dieser O,- 
Verbrauch deutete von vorneherein darauf hin, daB dieses Peptid 
auch vom nichtaktivierten Fermentextrakt bedeutend schneller 
angegriffen wird. Geben wir direkt im Warburg-Respirometer 
zu einer d,l-Alanylglycinlésung einen Extrakt aus Acetontrocken- 
pulver von Schweinenieren, so finden wir schon innerhalb der 
ersten 3 Stunden einen O,-Verbrauch, der einer Spaltung von 17°/, 
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Tabelle 1 


Die Spaltung des d,]l-Leucylglycins durch einen wiiBrigen Extrakt aus 
Schweinenierenacetontrockenpulver 


Peptidkonzentration: m/20-d,l-Leucylglycin. Fermentmenge: 0,5 ccm einer 
°%/, igen Extraktes (1 g Acetontrockenpulver + 20 cem m/15-Phosphat- 
pufferlésung py 7,4). Temperatur 37,5°, Spaltung in °/,. Bestimmung der 
Hydrolyse mit der Titrationsmethode. Ein Aciditiitszuwachs von 1,25 ccm 
n/100-KOH entspricht einer 100°/,igen Spaltung des Racemats 


Acidititszunahme Spaltuag 
in cem n/100-KOH 4d,1-Peptids in °/, 
1Std. | 2Std. | 1Std. | 2Std. 
d, l-Leuey 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 
d,1-Leucylglycin + Co m/1000 . 0,18 | 0,21 14,4 | 16,8 


entspricht. Wurde den gleichen Versuchsansiitzen noch Co zu- 

gegeben, stieg der O,-Verbrauch auf Werte, die einer 76°/,igen Be, 
Hydrolyse des d-Anteils entsprechen. Die O,-Kurven (vgl. Fig. 4.5) 
zeigen deutlich, da& durch das Metall eine Beschleunigung der 

Hydrolyse eintritt. Der O,-Verbrauch nimmt meist in der zweiten 

und oft auch dritten halben Stunde noch zu. Auch hier konnten 

mit der ‘Titrationsmethcode einwandfreie Spaltungswerte nach- 

gewiesen werden. Dabei zeigen auch bei lingerer Ferment- 

einwirkung die Werte der aktivierten Ansiitze viel héhere Spal- 

tungen als die nichtaktivierten (vgl. Fig. 2). 


Tabelle 2 


Die Spaltung des d,l-Alanylglycins durch einen wiBrigen Extrakt aus 
Schweinenierenacetontrockenpulvyer. Versuchsbedingungen wie in Tab. 1 


Acidititszunahme Spaltung des 
in ecm n/100-KOH d,1-Pepids in °/, 


1 Std. | 2Std. | 24Std.|1Std. | 2 Std. | Std. 


-Alanylglycin as | 0,07 0,34 0,0 


56 | 272 = 
d,l-Alanylglycin + Co m/1000 . 0,73 | 0,79 | 40,8 | 


58,4 | 63,2 


Im Kinklang mit unsern friiheren Feststellungen bei Tri- 
peptiden®) sowie den Vorstellungen von M. Bergmann und Mit- 
arbeitern iiber die sterische Spezifitat der Peptidasen®) fihren 


5. H. Herken u. R. Merten, Diese Z. 270, 201 (1941). Lo 
M. Bergmann, Z.Zervas, I.8.Fruton,E.Schneideru.Schleich, 
J. of Biol. Chem. 109, 325 (1935). 
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O,-Kurve etwa der in Fig. 2 wiedergegebenen entsprechend. EKinen 
ihnlichen O,-Verbrauch fanden wir, wenn zu einer d,l-Leucylglycin- 
lésung d-Aminosiureoxydase + Metallsalz zugegeben wurde (vgl. 
Fig. 3). Wir konnten uns diese Befunde nur erkliiren, wenn wir in 
dem zur Desaminierung zugegebenen Fermentextrakt aus Schweine- 
nierenacetontrockenpulver eine d-Dipeptidase annahmen, deren 
Wirkung durch bestimmte Metalle stark aktiviert wurde. Dann 
muBte es aber auch méglich sein, mit andern Methoden eine solche 
Spaltung nachzuweisen. Tatsiichlich fanden wir mit der Titrations- 
methode nach Zugabe von Mn- oder Co-Werte, die einwandfrei 
auf eine Spaltung des Peptids hinwiesen, wihrend ohne Metall- 
zusatz keine titrimetrisch meBbare Hydrolyse stattfand (vgl. Tab. 1). 


20 T T T T T T T T T + T 
O2-beror. 
halbe Stunde halbe Stunde halbe Stunde 
Fig..1 Fig. 2 Fig. 


Fig. 1. Der O,-Verbrauch bei der Desaminierung einer m/1000-d-Leucinlésung. 
Ansatz: 2,0 ccm einer m/1000-d-Leucinlésung (py, 7,4) + 0,56 cem Fermentextrakt 
aus Schweinenierenacetontrockenpulver (d-Aminosiureoxydase). Der O,-Verbrauch 
entspricht einer 100°/,igen Desaminierung des vorgelegten d-Leucins. 


Fig. 2. Ansatz: 1,0 ccm Phosphatpuffer py 7,4 + 1,0cem m/20-d,1-Leucylglycin + 0,5 ccm 
d-Aminosiureoxydaselésung. Der O,-Verbrauch der ersten 3 Stunden (35 emin) 
wiirde einer Spaltung des d-Peptidanteils von 6,2 °/, entsprechen. 


Fig. 3. Ansatz: 1,0ccm m/20-d,1-Leucylglycin + 0,75 cem m/15-Phosphatpuffer (py 7,4) 
+ 0,25 ccm Co (m/100) + 0,5cem d-Aminosiureoxydaselésung. Gesamt -O,-Ver- 
brauch = 74 cmm, entsprechend einer d-Peptidspaltung von 26,4 °/,. 


Die Konzentration der Fermentlésung (Acetontrockenpulver aus Schweine- 
nieren) war in diesen Versuchen gréBer, als die von uns sonst zur Desami- 
nierung der freigesetzten d-Aminosiiuren benétigte, um die Wirkung der 
gleichzeitig vorhandenen Dipeptidase besser herauszustellen. 

Wir haben noch ein zweites Dipeptid gepriift, und zwar 
d,l-Alanylglycin und fanden hier unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen einen sehr viel héheren O,-Verbrauch. Dieser O,- 
Verbrauch deutete von vorneherein darauf hin, daB dieses Peptid 
auch vom nichtaktivierten Fermentextrakt bedeutend schneller 
angegriffen wird. Geben wir direkt im Warburg-Respirometer 
zu einer d,l-Alanylglycinlésung einen Extrakt aus Acetontrocken- 
pulver von Schweinenieren, so finden wir schon innerhalb der 
ersten 3 Stunden einen O,-Verbrauch, der einer Spaltung von 17°/, 
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Tabelle 1 


Die Spaltung des d,1l-Leucylglycins durch einen wifSrigen Extrakt aus 
Schweinenierenacetontrockenpulver 


Peptidkonzentration: m/20-d,l-Leucylglycin. Fermentmenge: 0,5 ccm einer 
5°/, igen Extraktes (1 g Acetontrockenpulver + 20 ecm m/15-Phosphat- 
pufferlésung py 7,4). Temperatur 37,5°, Spaltung in °/,. Bestimmung der 
Hydrolyse mit der Titrationsmethode. Ein Aciditiitszuwachs von 1,25 cem 
n/100-KOH entspricht einer 100°/,igen Spaltung des Racemats 


Aciditiitszunahme Spaltung des 

in cem n/100-KOH 4d,1-Peptids in °/, 

1Std. | 2Std. | 1Std. | 2Std. 
. 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 
d,l-Leucylglycin + Co m/1000 . 018 | 0,21 14,4 | 16,8 


entspricht. Wurde den gleichen Versuchsansiitzen noch Co zu- 
gegeben, stieg der O,-Verbrauch auf Werte, die einer 76°/,igen 
Hydrolyse des d-Anteils entsprechen. Die O,-Kurven (vgl. Fig. 4.5) 
zeigen deutlich, daB durch das Metall eine Beschleunigung der 
Hydrolyse eintritt. Der O,-Verbrauch nimmt meist in der zweiten 
und oft auch dritten halben Stunde noch zu. Auch hier konnten 
mit der ‘Titrationsmethode einwandfreie Spaltungswerte nach- 
gewiesen werden. Dabei zeigen auch bei langerer Ferment- 
einwirkung die Werte der aktivierten Ansiitze viel héhere Spal- 
tungen als die nichtaktivierten (vgl. Fig. 2). 


Tabelle 2 


Die Spaltung des d,l-Alanylglycins durch einen wiaBrigen Extrakt aus 
Schweinenierenacetontrockenpulver. Versuchsbedingungen wie in Tab. 1 


Acidititszunahme 
in ecm n/100-KOH 


1Std. | 2Std. | 24 Std. 


Spaltung des 
d,l-Pepids in °/, 


1Std. | 2 Std. Std. 


0,0 | 0,07 | 0,34 | 0,0 
051 073 | 079 | 40.8 


,l-Alanylglycin + Co ‘m/1000 


Im Einklang mit unsern friiheren Feststellungen bei Tri- 
peptiden®) sowie den Vorstellungen von M. Bergmann und Mit- 
arbeitern iiber die sterische Spezifitat der Peptidasen®) fihren 


5) H. Herken u. R. Merten, Diese Z. 270, 201 (1941). 


6) M. Bergmann, Z.Zervas, I.8.Fruton,E.Schneideru.Schleich, 
J. of Biol. Chem. 109, 325 (1935). 
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wir die schnellere Hydrolyse des d,l-Alanylglycins darauf zuriick, 
daB dieses Peptid nur eine d-Aminosiure mit einer kurzen 
C-Kette enthilt und dadurch die Anniherung der |-Peptidase an 
das Peptid nicht wesentlich gehindert ist. 

Die bisherigen Untersuchungsergebnisse iiber die Hydrolyse 
des d-Anteils von Dipeptiden enthalten also bei Anwendung der 
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of Fig. 4. Der Ablauf des O,-Verbrauchs bei der Desaminierung von d-Alanin nach Hydro- 
lyse von d,1-Alanylglycin. 

' Ansatz: 2ccm eines Glycerinextrakts aus Meerschweinchenleber + 1 ccm m/10- 
d,l-Alanylglycin + 1 ccm Phosphatpuffer py 7,4. Bestimmung des abgespaltenen 
d-Alanins nach 3 stiindiger Fermenteinwirkung in 2 ccm des Ansatzes. 


Fig. 5. Der Ablauf der O,-Kurve bei der Desaminierung von d-Alanin nach Hydrolyse 
von d,l-Alanylglycin durch einen Extrakt aus Trockenpuiver yon Schweinenieren. 
Ansatz: 2 ccm m/20-d,1-Alanylglycin + 0,5 ccm d-Aminosiureoxydaselésung. 

| Bestimmung direkt im Warburg -Respirometer. 


| Fig. 6. Ansatz: leccm m/20-d,]-Alanylglycin + 0,75 ccm m/15-Phosphatpuffer (py 7,4) 
+ 0,25 ccm einer m/100-Cobaltchloridlésung. Zugabe von 0,5 cem d-Aminosiure- 


oxydaselésung direkt im Warburg-Respirometer. Gesamt-O,-Verbrauch 212,5cmm, 
entsprechend einer 76°/,igen Spaltung des d-Peptids. 


| q manometrischen Methode einen geringen Spaltungswert, der auf 
o| die Wirkung einer in den Acetontrockenpulvern enthaltenen | 
d-Dipeptidase zuriickzufiihren ist. Dieser 14Bt sich beim d,1-Leucyl- 
glycin durch einen parallellaufenden Kontrollversuch ausschalten. 
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Schwierigkeiten ergeben sich jedoch bei Verwendung von d,1-Alanyl- 
glycin sowie bei Versuchen, in denen Metalle zur Aktivierung der 
d-Dipeptidasen in Organextrakten zugesetzt werden, da hierbei 
auch die Dipeptidase des Acetontrockenpulver aktiviert wird. 

Es war also notwendig, die in Nierenacetontrockenpulvern 
enthaltene d-Dipeptidase abzutrennen oder zu hemmen. 

Wir haben zunichst versucht, eine solche Hemmung mit 
Substanzen durchzufiihren, die als ausgesprochene Gifte der 
Dipeptidasen und Aminopolypeptidasen gelten. Es ist uns jedoch 
bei den untersuchten Stoffen (Phenylhydrazin, Blausiure, arsenige 
Siure, Formaldehyd) selbst bei hohen Konzentrationen nicht ge- 
lungen, eine geniigend starke Hemmung der d-Dipeptidase herbei- 
zufiibren. Ebensowenig zeigten die genannten Stoffe eine wesent- 
liche Wirkung auf die d-Aminosiureoxydase (vgl. Tab. 3). 


Tabelle 3 


Der Einflu8 von Phenylhydrazin, Blausiure, arsenige Siure, Formaldehyd 
auf die Spaltung von d,l-Alanylglycin sowie die Desaminierung von d-Leucin 
durch einen wiiBrigen Extrakt aus Schweinenierenacetontrockenpulver. 
Peptidkonzentration: m/40 d. Untersuchung direkt im Warburg-Respiro- 
meter bei 37,5° innerhalb 3 Stunden 


Desaminierung 
Zusatz d,]-Alanylglycin des d- -Leucins 
in in °/, 
+ Phenylhydrazin (m/1000) . 82,5 
+ Phenylhydrazin 81,5 100,0 
+ Blausiiure (m/8) . 88,5 98,8 
% + arsenige Siure (m/ 100) 62,7 
i a + arsenige Siiure (m/50) . . 34,6 63,5 
” + Formaldehyd . 6 % 78,5 


In einer voranstehenden Arbeit’) haben wir nun iiber Ver- 
suche berichten kiénnen, in denen durch die Zugabe von l-Amino- 
siiuren die Spaltung eines d-Dipeptids teilweise oder vollkommen 
gehemmt werden kann. Als besonders wirksam hat sich 1-Leucin 
erwiesen. Auch in den mit Co aktivierten Ansitzen hemmt 
l-Leucin bereits in einer Endkonzentration von m/20 die Hydro- 
lyse der untersuchten Dipeptide d,l-Leucylglycin und d,l-Alanyl- 
glycin (vgl. Tab. 4). 


7) A. Schmitz, R. Merten u. H. Herken, Diese Z. im Druck. 
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Tabelle 4 


Die Hemmung der d-Alanylglycinspaltung durch ]-Aminosiuren 
Fermentextrakt: wiBriger Extrakt aus Schweinenierenacetontrockenpulver. 


Peptid: d,l-Alanylglycin m/40 d. Messung der Peptidspaltung 
im Warburg-Apparat wiihrend 3 Stunden 


Spaltung in ° 
Peptid Zusatz g in 
Versuch 1 | Versuch 2 
d,l-Alanyl- |Ohne Zusatz. . . 6,0 | 4,2 
+ Co (m/1000) + 1-Alanin (m/5) 43,6 | 44,8 
+ Co (m/1000) + 1-Leucin (m/20) 4,6 | 3,4 


Es gelingt also, durch Zusatz von l-Leucin die im Trocken- 
pulverextrakt aus Schweinenieren neben der d-Aminosiureoxydase 
vorkommende d-Dipeptidase auszuschalten und so die von andern 
Extrakten aus d,l- oder d-Dipeptiden abgespaltenen d-Amino- 
siuren quantitativ zu erfassen, da, wie wir schon mitteilen konnten, 
durch Zusatz von 1-Leucin die Desaminierung von d-Amino- 
siuren nicht beeinfluBt wird. 


Die Aktivierung der d-Dipeptidasen in Organextrakten 
durch Min, Co und Fe 


Die bisherigen Ergebnisse iiber das Vorkommen von d-Pepti- 
dasen haben gezeigt, daB diese sowohl in Pflanzen ®) und Bakterien %) 
als auch im tierischen’’) und menschlichen!') Organismus nach- 
gewlesen werden kénnen. Eigene Versuche!’) haben erwiesen, 
daB d-Dipeptide in hohem Prozentsatz gespalten werden kénnen. 
Als besonders wirksam haben sich Glycerinextrakte aus frischem 
Organgewebe gezeigt, vor allem aus Niere, Leber, Milz, aus Magen- 


8) J. Berger u. M.J. Johnson, J. of Biol. Chem. 180, 655 (1933); 
E. Bamann u. O. Schimke, Naturw. 29, 365 (1941); Biochem. Z. 310, 
119 (1941). 

*) E. Maschmann, Biochem. Z. 300, 89, 332 (1939); 302, 332 (1939); 
303, 145 (1939); 307, 1 (1940); 309, 179 (1941); 310, 28 (1941); Naturw. 26, 
791 (1938); 27, 276, 819 (1939); 29, 370 (1941). 

1) E. Bamann u. O. Schimke, Naturw. 29, 515 558, 971 (1941); 
E. Maschmann, Naturw. 29, 518 (1941); Biochem. Z. 310, 28, 131 (1941). 

1) Literatur bei E. Bamann u. O.Schimke, Biochem. Z. 310, 131 
(1941). 

) H. Herken, A. Schmitz u. R. Merten, Naturw. 29, 670 (1941); 
Diese Z. 275, 44 (1942). 
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und Duodenalschleimhaut, aus Lunge und Geschwiilsten. Quanti- 
tative Unterschiede lassen sich nicht aufstellen, da die bei der 
Extraktion in Lésung gehenden Enzyme derselben Organe, wie 
wir besonders an der Meerschweinchenleber zeigen konnten, in 
ihrer Wirkung auBerordentlich schwanken kénnen. Die d-Pepti- 
dasen zeigen nun gegeniber bestimmten Substraten Unterschiede 
in dem Spaltungsvermégen. Untersuchungen an menschlichen 
Seren) sowie an tierischen und menschlichen Organen?!*) haben 
regelmibig gezeigt, da& von den untersuchten Tripeptiden der 
d-Anteil im d,l-Alanylglycylglycin, besser als im Butyl- und Valyl- 
glycylglycin und diese wieder mehr als im Leucylglycylglycin ge- 
spalten wird. Kinige vergleichende Untersuchungen an entsprechen- 
den Dipeptiden haben das gleiche Verhalten gezeigt. So wurde 
stets der d-Anteil im d,l-Alanylglycyin stiirker als im d,1-Leucy]- 
glycin gespalten. 

Die peptidatische Wirksamkeit lit sich nun nach den Be- 
obachtungen einiger Autoren vor allem von Johnson, Masch- 
mann und Bamann durch Metallaktivatoren auBerordentlich er- 
héhen. Fiir die d-Peptidasen liegen nur einige Befunde vor®® 2°), 
Kine quantitative Auswertung ist bei diesen u. EK. nur dann miég- 
lich, wenn mit reinen d-Peptiden gearbeitet wurde. Die aus Race- 
maten abgespaltenen d-Aminosiiuren lassen sich mit den von 
anderen Autoren angewandten Nachweismethoden (Bestimmung 
COOH- und NH,-Gruppen) nicht spezifisch erfassen. Bisher wurde 
erst cine Spaltung des Racemates iiber 50°/, als d-Spaltung an- 
gesehen. Wie wir jedoch zeigen konnten, geht die Spaltung des 
l- und d-Anteiles nahezu parallel. Es wird also bei Verwendung 
von Racematen die Anwendung der manometrischen Methode neben 
den bisher gebriiuchlichen Methoden vorzuziehen sein. 

Wir haben zunichst die Aktivierungsméglichkeit von Glycerin- 
extrakten untersucht, wobei wir die sehr gute d-peptidatische 
Wirksamkeit zeigende Meerschweinchenleber als Ausgangsmaterial 
wihlten. Die d-Dipeptidase im Fermenttrockenpulver haben wir 
durch Zusatz von 1-Leucin ausgeschaltet. Von den zugesetzten 
Metallen, die in den in der Tab. 4 angegebenen Konzentrationen 
zugegeben wurden, haben sich fiir eine Aktivierung des d-Alany]l- 
glycins Mn, Co und Fe, fiir d-Leucylglycin Mn und Co als Akti- 
vatoren erwiesen. Bereits nach 6 stiindiger EKinwirkungszeit des 
Fermentes finden wir die Spaltung des d-Anteils im d,]-Alanyl- 
glycin von 57,5°/, durch Mn auf 87,7°/,, durch Co und Fe auf 
100°/, erhéht, die des d-Anteils im d,l-Leucylglycin von 23 °/, 
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durch Mn auf 35,2°/,, durch Co auf 54,8°/,. Am stairksten war 
stets die Wirkung von Co. 


Tabelle 4 


Der EinfluB verschiedener Metalle auf die Spaltung des d-Anteils im 
d,l-Alanylglycin und d,1l-Leucylglycin durch einen Glycerinextrakt einer 
Meerschweinchen-Leber 
Peptidkonzentration: m 40-d,1 


Spaltung in °/, 
Zusatz d,1-Alanylglycin d,1-Leucylglycin 
nach 3 6 | 24 | 6 | 24 Std. 
30,0 57,5 85,2 23,0 47,0 
+ Mg (m/100) . 26,0 55,0 83,2 | 24,8 44,5 
+ Mn (m/1000) . 63,0 87,7 88,7 | 35,2 49,3 
+ Co (m/1000). . . 100,0 105,5 102,5 54,8 58,4 
+ Zn (m/1000).. . 12,7 24,2 59,2 | 25,1 39,3 
+ Fe (m/1000) .. . 52,0 100,0 98,0 29,1 60,0 
+ Cystein (m/250) . 26,7 32,6 483 |: 127 50,7 
+ Cystein+fFe .. 48,3 64,0 72,7 | 
+ Cystein+ Mn. . 38,2 42.5 77,7 | 


Kine direkte Verfolgung der Spaltung im Warburg- Respiro- 
meter ist bei Benutzung eines Extraktes aus Acetontrockenpulvern 
von Schweinenieren méglich. Fig. 7 zeigt sehr deutlich die nach Zu- 
gabe des Metallsalzes eintretende Beschleunigung der Reaktion, 
wobei die Registrierung des Ablaufs durch die in den Trocken- 
pulvern gleichzeitig vorhandene d-Aminosiiureoxydase erméglicht 
wird. Hier wurde natiirlich kein l-Leucin zugesetzt. 

Bei einer vergleichenden Untersuchung von Glycerinextrakten 
und Extrakten aus Acetontrockenpulvern von Schweinenieren zeigte 
sich, daB die d-Peptidasen in den frischen Organextrakten in 
einer viel aktiveren Form vorkommen als in Ausziigen aus Aceton- 
trockenpulvern. Die Behandlung eines Organgewebes mit Aceton 
oder Alkohol fiihrt stets zu einer Verringerung, oft sogar zu einer 
vollkommenen Aufhebung der d-dipeptidatischen Wirksamkeit. 
Wir verweisen auf eine Mitteilung von E. Maschmann}), der 
fiir die 1-Peptidasen eine ihnliche aber (hinsichtlich des Substrates) 
ungleichmibige Abschwichung oder sogar eine vollkommene Un- 
wirksamkeit nach Acetonbehandlung feststellen konnte. Es handelt 
sich jedoch nach den vorliegenden Untersuchungen nur um einen 
reversiblen Vorgang, da sich stets die aus den Trockenpulvern 


13) Biochem. Z. 308, 359 (1941). 
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gewonnenen Peptidasen durch Metalle so aktivieren lieBen, daB 
eine nahezu 100°/,ige Spaltung des d-Alanylglycins erhalten wurde. 

In Tab. 5 geben wir eine Gegeniberstellung der Ierment- 
wirksamkeit eines Glycerinextraktes aus Meerschweinchenleber so- 
wie eines wiBrigen Extraktes aus Acetontrockenpulver des gleichen 
Gewebes sowie ihre Aktivierbarkeit durch Co. Beide Extrakte 
zeigen keine d-Aminosiureoxydasewirkung. 


60 d,l-Alanylglycin + Co 
Spalto. 
IN % 
50 F 
d,l-Leucylglycin + Co 
10r d,l-Alanylglycin 
d, 1-Leucylglycin 
1 1h 2 24 3Std 
Fig. 7 
Kurve 1: d,l-Alanylglycin 1 ccm einer m/20-Lésung + 1,0 ccm Phosphatpuffer + 0,5 ccm 
Fermentextrakt. 
Kurve 2: 1,0 cem m/20-d,l-Alanylglycin + 0,75 com Puffer + 0,25ccm m/100-Co + 0,5 cem 
Extrakt. 


Kurven 3 und 4: Entsprechend Kurven 1 und 2 bei Ansatz mit d,1l-Leucylglycin. 


Wir sehen, da8B nach 18 stiindiger Fermenteinwirkung der 
d-Anteil im d,l-Alanylglycin schon zu 85°/, durch den Glycerin- 
extrakt gespalten ist, wihrend der entsprechende Trockenpulver- 
extrakt nur eine 29°/ ige Spaltung herbeigefiihrt hat. Wesentlich 
niedriger liegen die entsprechenden Werte fiir d,l-Leucylglycin. 

Die Aktivierung durch Co fihrt beim Alanylglycin jedoch in 
beiden Extrakten in der gleichen Zeit zu einer villigen Spaltung, beim 
Leucylglycin zu einer 54,4 baw. 45,5°/,igen Spaltung des d-Anteils. 

Bei langerer Fermenteinwirkung wird jedoch auch das d-Leucyl- 
glycin nach Zusatz von Co iiber 50°/, gespalten. Stets war in ent- 
sprechenden Kontrolluntersuchungen die Spaltung des Alanyl- 
peptids stirker als die des Leucylpeptids. 
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Tabelle 5 


Die Aktivierung durch Co in Frischgewebe- und Trockenpulverextrakten 
Peptidkonzentration: m/40-d,1 


Spaltung nach 18 Std. in °/, 


am | ges! 
Glycerinextrakt aus = 9 | 99 9 
Meerschweinchenleber + Co | | 
WéaBriger Extrakt aus | | 9 
Acetontrockenpulver der + Co | | 


Wir haben mit denselben Fermentlésungen Tripeptide unter- 
sucht, und zwar d,l-Alanylglycylglycin, Valylglycylglycin und Leucy]- 
glycylglycin. Eine Aktivierung war mit den zugesetzten Metall- 
aktivatoren Mg, Mn, Co, Zn und Fe sowie mit Cystein und ent- 
sprechenden Cystein-Metallkombinationen nicht zu erhalten. 


Frl. J. Friedrich danken wir fiir die wertvolle Hilfe bei 
den Versuchen. 


Diese und die vorstehenden zwei Arbeiten wurden durch die 
Deutsche Forschungsgemeinschaft und die I.G. Farbenindustrie A.-G. 
W.-Elberfeld unterstiitzt, denen wir hierfiir zu Dank verpflichtet sind. 
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Reinigung der Apfelsiuredehydrase und die Bedeutung 
der Zellstruktur in der Apfelsiuredehydrierung 
Von 


F. Bruno Straub 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged, Ungarn) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. April 1942) 


I, Einieitung 


Die Dehydrierung der 1-Apfelsiure, d.h. die Ubertragung 
zweier Wasserstoffatome der Apfelsiure auf Farbstoffe ist durch 
drei Katalysatoren bedingt: Apfelsiuredehydrase, Cozymase und 
Diaphorase. Fehlt eine dieser Substanzen, so bleibt die Reaktion 
vollig aus. Erst durch die Reindarstellung der einzelnen Kom- 
ponenten kann bewiesen werden, daB keine andere Substanz auBer 
deu genannten an der Reaktion teilnimmt. Cozymase und Dia- 
phorase wurden schon frither rein dargestellt, die Isolierung der 
Apfelsiuredehydrase wird hier beschrieben. 

Apfelsiuredehydrase katalysiert die Reduktion der Cozymase 
durch |-Apfelsiure in tierischen Geweben. Somit ist ihre Wirkung 
der Milchsiuredehydrase vollstindig analog. | 

Wahrend Milchsiiuredehydrase aus dem MHerzmuskel mit 
kaltem destillierten Wasser fast vollstindig extrahiert wird?), ist 
Apfelsiuredehydrase selbst mit Salzlésungen nicht auszuziehen. 
Die Apfelsiuredehydrase wird erst durch Salzlésungen extrahiert, 
wenn das Gewebe vorher mit Aceton getrocknet wurde. Demnach 
stellt die Apfelsiiuredehydrase im Gegensatz zur Milchsaure- 
dehydrase eine strukturgebundene Dehydrase dar. Da die Dia- 
phorase ebenso strukturgebunden ist, wurde untersucht, ob die 
Reaktionsgeschwindigkeit in strukturgebundenem und in geléstem 
Zustande verschieden ist oder nicht. Man findet die gleiche 
Reaktionsgeschwindigkeit in beiden Fallen. Das soll so viel be- 
deuten, daB unter den im Muskelgewebe herrschenden Konzen- 
trationsbedingungen der betreffenden Katalysatoren die Reaktion 
von der Orientierung der beiden Eiweifkérper unabhiangig ist. 
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II. Isolierung der Apfelsduredehydrase 


Schritt 1. 20 Schweineherzen wurden von Fett- und Binde- 
gewebe befreit und gemahlen. Das Muskelgewebe wurde mit der 
10fachen Menge eiskalten Wassers 15—20 Minuten lang extrahiert 
und das Wasser ausgepreBt. Das Waschen wurde zweimal in der- 
selben Weise wiederholt. Der gewaschene Riickstand wog nach dem 
letzten Abpressen 5,5kg. Er wurde mit 15 Liter Aceton und 
1,5 Liter Wasser versetzt. Nach 87 Minuten wurde das wiBrige 
Aceton durch ein Tuch abgepreBt und das Muskelgewebe in 
11 Litern reines Aceton suspendiert. Nach 30 Minuten wurde 
wieder gut abgepreBt und der Riickstand auf einem Tuch aus- 
gebreitet und getrocknet. 


Apfelsauredehydrase ist gegen Aceton recht bestandig, wahrend andere 
EiweiBkorper und insbesondere die unldéslichen EiweiBk6rper des Muskel- 
gewebes durch die Acetonbehandlung denaturiert werden. Eben deshalb wird 
Apfelsiuredehydrase durch das Trocknen mit Aceton von dem Unldslichen 
getrennt und in lésbare Form tibergefiihrt. Fiir verschiedene Fermente haben 
wir die folgende Erfahrung gewonnen: UbergieBt man die wiBrige EiweiB- 
lésung oder Suspension auf einmal mit viel Aceton, so tritt nur wenig Denatu- 
rierung ein. Gibt man immer weniger und weniger Aceton hinzu, so befindet 
sich in dem Niederschlag immer mehr und mehr denaturiertes Eiwei8. Da 
Apfelsiuredehydrase Aceton sehr gut vertragt, ist es am besten, die erste 
Acetonbehandlung mit wenig Aceton, sogar mit waBrigem Aceton bei Zimmer- 
temperatur durchzufiihren. Dabei werden begleitende Proteine weitgehend 
zerstort, so daB die darauffolgende Extraktion reinere Apfelsiuredehydrase 
liefert. Bleibt die zweite Behandlung mit Aceton aus, so wird die Ausbeute 
bedeutend schlechter, ohne eine gréBere Reinigung zu erziclen. 


| Schritt 2. Der getrocknete Muskel wurde in einem mecha- 
| nischen Morser fein gepulvert. Das Trockenpulver wog 740 ¢. Es 
wurde bei Zimmertemperatur mit 7,4 Liter m/10-Phosphatpuffer 
von px 7,3 eine halbe Stunde lang extrahiert, dann zentrifugiert. 
Der Riickstand wurde mit 2,2 Liter derselben Lésung ausgezogen 
und wieder zentrifugiert. Die Extraktionsflissigkeiten wurden ver- 
einigt (7,5 Liter), sie enthielten den gréS8ten Teil der Apfelsiure- 
dehydrase des Trockenpulvers. Neben Apfelsiuredehydrase wird 
auch fast alles Cytochrom C aus dem Muskel extrahiert. 
Schritt 3. 7,5 Liter auf 0° gekiihltes Extrakt aus Schritt 2 
wurden mit 1,18 Liter 15°/,iger CaCl,-Liésung versetzt (Cain Uber- 
schu8). Der entstandene Niederschlag von Calciumphosphat mit 
{ adsorbierten Proteinen wurde bei 0° abzentrifugiert und verworfen. 
Die Dehydrase bleibt in der stark sauer gewordenen Lisung. Die 
Lésung wird nun sofort mit einer 10°/jigen Na,PO,-12 H,O-Lésung 
auf Lackmus neutralisiert. Dabei fallt alles Ca als Caleiumphosphat 


: 4 
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aus, der Niederschlag wird wieder abzentrifugiert und verworfen. 
Die klare rosagefirbte Lésung enthalt die Dehydrase. - 


Schritt 4. Die Lésung, deren Volumen jetzt 8,4 Liter betragt, 
wird nun durch Zugabe von 351 g Ammoniumsulfat pro Liter in 
bezug auf Ammoniumsulfat 0,55 gesittigt. Der Niederschlag wird 
durch Faltenfilter abfiltriert. Das Ferment bleibt dabei noch in 
der Lésung und wird erst bei 0,7 Sattigung niedergeschlagen. Diese 
Sittigung erreicht man durch Zugabe von 101 g Ammoniumsulfat 
pro Liter der 0,55 gesiittigten Lésung. Der Niederschlag wird 
wieder filtriert, wie vorher. Die Filterpapiere mit dem Nieder- 
schlag werden in destilliertem Wasser zerkleinert, die Lésung ab- 
gesaugt und der Papierriickstand mit wenig destilliertem Wasser 
gewaschen. Lésung und Waschfliissigkeit werden vereinigt. Die 
330 ccm dieser Lésung enthalten 97 mg Ammoniumsulfat pro ccm. 

Apfelsiuredehydrase ist in einer 0,6 gesattigten Ammoniumsulfatlésung 
bei 0° fast vollstindig léslich. Erwarmt man jedoch die Lésung auf Zimmer- 
temperatur, so fallt der gréBte Teil der Dehydrase aus. Wird die Lésung 
abgekiihlt, so lost sich der Niederschlag binnen einigen Minuten restlos auf. 


Deshalb mu8 die Fraktionierung stets bei 0° ausgefiihrt werden. Bei Zimmer- 
temperatur wird die Fraktionierung bei anderen Sattigungsgrenzen gelingen. 


Schritt 5. 330 ccm der Lésung aus Schritt 4 werden auf 0° 
gekithlt und durch Zugabe von festem Ammoniumsulfat auf einen 
Gehalt von 20°/, Ammoniumsulfat korrigiert. Dann gibt man 
330 cem auf — 15° gekiihlten Athylalkohol zu 880 ccm Ferment- 
lésung. Es entsteht ein Niederschlag von Begleitstoffen und etwas 
Ammoniumsulfat. Man la8t das Gemisch titber Nacht bei 0° stehen 


und saugt den Niederschlag erst dann ab. Die gelbe alkoholische 


Lésung enthalt das Ferment, das Volumen betragt 680 cem. Durch 
Zugabe von 315 cem Athylalkohol von 0° wird das Ferment zu- 
sammen mit etwas Ammoniumsulfat gefallt. Der Niederschlag 
wird abzentrifugiert, in wenig Wasser gelést und die Lésung in 
Cellophanschlauch gegen eine 0,55 gesittigte Ammoniumsulfat- 
lésung bei 0° dialysiert. 

Alkohol zerstért die Dehydrase, wenn man sie aus salzarmen 
Lésungen ausfallt. Je héher die Konzentration an Ammonium- 
sulfat ist, desto besser wird die Aktivitaét erhalten. 


Schritt 6. Nach der Dialyse gegen 0,55 gesittigtes Am- 
moniumsulfat wurde die Dehydraselésung vom Ungelisten abfiltriert. 
Man erhielt 61 ccm einer schwach gefirbten Lésung. Durch Zugabe 
von 6,2 g Ammoniumsulfat wurde sie 0,7 gesittigt und zentrifu- 
giert. Der Niederschlag wurde in wenig Wasser gelést und so 50 cem 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 a) 
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einer nur noch wenig gefirbten Lisung erhalten. Sie wurde mit dem 
dreifachen Volumen Aceton bei Zimmertemperatur 30 Minuten 
lang stehen gelassen. Dann wurde zentrifugiert, der Niederschlag 
in wenig Wasser gelést und vom Ungelésten abfiltriert. Die Lésung 
enthilt 380 mg Dehydrase vom Reinheitsgrad 1. | 


Tabelle 1 


Ubersicht der erzielten Reinheitssteigerung wiihrend der Isolierung 


Schritt mg EiweiB Reinheitsgrad 
1. | 740000 etwa 0,004 
2. 33 400 0,068 
7000 0,20 
4, 2080 0,36 
D. 430 0,97 
6. 380 1,00 


Wird eine Lésung der Apfelsiuredehydrase gegen doppelt 
destilliertes Wasser dialysiert, so nimmt die Aktivitat bei 0° wahrend 
der Dialyse fortgehend ab, nach 2 Tagen betragt sie nur 20°/, der 
urspriinglichen Aktivitét. Dabei entsteht nur ein unbedeutend 
kleiner Niederschlag. Apfelsiuredehydrase geht demnach wahrend 
der Dialyse in eine inaktive Form tiber. Diese inaktive Apfelsiure- 
dehydrase kann in keiner Weise von der aktiven Form unter- 
schieden werden, auch kann die inaktive Dehydrase von der aktiven 
nicht getrennt werden. Mehrfach wurde versucht, diese In- 
aktivierung riickgangig zu machen, jedoch ohne Erfolg. Cystein, 
SH-Glutathion, SS-Glutathion, Cystin, ein Kochsaft aus Muskel 
und aus aktivem Fermentpriparat haben die Aktivitét dieser 
inaktivierten Praparate nicht gesteigert. 

Eine gleiche Inaktivierung der Dehydrase, wobei wieder das 
inaktiv gewordene Ferment in Lésung blieb, wurde durch andere 
Behandlungen verursacht, so z.B. durch Umfillen des reinen 
Ferments mit Alkohol in Gegenwart von Ammoniumsulfat bei 


Zimmertemperatur. Auch die so erhaltene inaktive Dehydrase 
konnte nicht reaitiviers werden. 


Im Gange der Isolierung erreicht man sehr leicht den Reinheits- 
grad 0,8—0,9, wihrend Praparate mit dem Reinheitsgrad 1,0 nicht 
immer erhalten werden konnten. Dies mag seine Ursache darin 
haben, daB ein Teil der Dehydrase in die inaktive Form wbergefiihrt 
worden ist. Aus diesem Grunde haben wir die Versuche, die De- 
hydrase krystallisiert darzustellen, nicht weiter verfolgt. Aus 
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Ammoniumsulfat krystallisiert die Dehydrase bei keiner Tempe- 
ratur. In den Versuchen, in denen das Ferment bei saurer oder 
alkalischer Reaktion aus Ammoniumsuifat langsam ausgefallt 
wurde, ging der gréBte Teil der Aktivitat verloren, wobei wieder die 
inaktiv gewordene Dehydrase ihre Léslichkeit beibehalten hatte. 

Daf jedoch das Praiparat vom Reinheitsgrad 1,0 als rein be- 
trachtet werden kann, geht aus den folgenden Griinden hervor: 

1. Milchséuredehydrase, ein Analogon der Apfelsiuredehydrase, 
wurde aus Herzmuskel dargestellt und krystallisiert. Diese kry- 
stallinische Dehydrase hat in einem dhnlichen Test 90°/, der Aktivi- 
tit der besten Apfelsiuredehydrasepraparate (Milchsdéuredehydrase: 
0,0080 mg gibt 30cmm Sauerstoffaufnahme in 10 Minuten}), 
Apfelsiuredehydrase vom Reinheitsgrad 1,0: 0,0028 mg gibt die- 
selbe Reaktionsgeschwindigkeit). Es ist zu erwarten, daB diese 
Dehydrasen ungefaihr gleich schnell wirken. Fir das reduzierende 
und das oxydierende Garungsferment fanden Warburg und 
Christian genau gleiche Reaktionsgeschwindigkeiten 2). 

2. Sind diese Praparate rein, so enthalt der Herzmuskel 
0,4°/, Apfelsiuredehydrase. Dies stimmt mit dem Gehalt an 
Diaphorase (0,4°/5) und Milchsiuredehydrase (0,36°/)) gut iiberein. 


3. Unter keinen Umstanden ist es uns gelungen, die Aktivitat 
weiter zu steigern. 


Testmethode und Aktivitat 


In Gegenwart von 0,3 mg reiner Diaphorase*), 0,5 mg Co- 


zymase, 0,05 m. 1-Apfelsiure, 0,1 m. KCN und 1 mg Methylenblau 
erhalt man keinen Sauerstoffverbrauch. Gibt man eine kleine 
Menge Apfelsiuredehydrase zu, so wird der Sauerstoffverbrauch 
der Konzentration an Apfelsiuredehydrase proportional. Dabei 
wird auf ein Molekil Apfelsiure ein Atom Sauerstoff verbraucht. 
Die entstandene Oxalessigsiure wird durch KCN zu Oxalessigsaéure- 
cyanhydrin gebunden‘), so daB die Reaktion in 20 Minuten (bei 
nicht zu groBen Reaktionsgeschwindigkeiten) linear vor sich geht. 

Die Messung der Sauerstoffaufnahme erfolgte in Warburg- 
Apparaten bei 38°. Nach der Vorperiode wurde der Hahn ge- 
schlossen und die ins SeitengefaéB eingebrachte Cozymaselésung in 
den Hauptraum gegossen. Die Sauerstoffaufnahme der ersten 
10 Minuten wurde gemessen. 

Die Apfelsiurelésung mute mit Lauge, KCN (immer frisch 
zubereitet) mit Saure neutralisiert werden. Um nicht zu viel Salz 
einzufiihren, sind wir folgenderweise verfahren: Stets vor dem 
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Versuch wurden 100 mg KCN in 1,5 cem Wasser gelést und mit der 
notigen Menge 6,7°/,iger 1-Apfelsiiurelésung (1,55 ccm) auf pu 7,8 
neutralisiert. 0,4 ccm dieser Lésung in 2 ccm Gesamtfliissigkeit gibt 
die oben erwahnte Konzentration an Cyan und |-Apfelséure. Das 
px wurde mit m/10-Phosphatpuffer von px 7,3 eingestellt. — Da 
eine neutralisierte KCN-Lésung an den Gasraum HCN-Gas abgibt, 
wurde stets eine Kontrolle eingestellt, die auBer Apfelsdure- 
dehydrase alle ReaktionsteiInehmer enthielt. Mit dem Ausschlag 
in diesem Manometer wurde dann bei den Versuchen korrigiert 
(die Groé8e dieser Kontrolle hingt zumeist mit der Linge der Vor- 
periode und mit der Schiittelungsgeschwindigkeit zusammen; sie 
betragt gewohnlich +4 bis + 6mm). 

Zur Bestimmung der Aktivitét einer unbekannten Apfelsaure- 
dehydrase wurden immer drei GefiiBe auBer der oben beschriebenen 
Kontrolle eingestellt, die verschiedene Mengen Apfelsiuredehydrase 
enthielten. Aus der Sauerstoffaufnahme in den drei GefaiBen wurde 
durch graphische Interpolation die Menge der untersuchten Lésung 
bestimmt, die eben 30 cmm Sauerstoff in 10 Minuten verbraucht 
hatte. Um diese Reaktionsgeschwindigkeit mit dem reinen Ferment 
zu bekommen, braucht man 0,0028 mg. Tab. 2 zeigt das Ergebnis 
einer solchen Bestimmung an einem Dehydrasepraéparat vom 
Reinheitsgrad 1,0. 


Tabelle 2 

1 2 3 4 
Diaphorase 3mg/ecm. . . .. . 0,1 0,1 0,1 0,1 
Cozymase 2,5 mg/cem = 0,2 0,2 0,2 0,2 
l-Apfelsiure + KCN...... 0,4 0,4 0,4 0,4 
Methylenblau 5mg/eem. . . . . 0,2 0,2 0,2 0,2 
Apfelsiuredehydrasey ..... — 2,15 3,0 4,3 
Phosphatpufferm/10...... 0,7 0,7 0,7 0,7 
Manometerausschlige in mm. + 6,0 —148 | | 225 
emin Sauerstoffverbrauch . _ — 25 — 32 — 37 


III. Spezifitat, Hemmungen, Abfangmethoden 


Ersetzt man im Test 1]-Apfelsiure mit d-Apfelsiure, Fumar- 
sdure oder d,l-Milchsiure, so erhalt man keine Reaktion, selbst mit 
100fach hoéheren Apfelsiuredehydrasemengen. Diese Versuche 
zeigen zuerst die strenge Spezifitit der Dehydrase, fernerhin daB 
Fumarsaure erst im Gewebe verbrannt werden kann, wenn sie vor- 
her durch die Fumarase in 1-Apfelsiure iibergefiihrt wurde. Wihrend 
Fumarsiaure selbst nicht aktiviert wird, hemmt sie die Dehydrierung 
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der Apfelsiure. Sind beide Séuren in gleicher Konzentration 
anwesend, so betrigt die Hemmung ungefahr 30°/,. Malonsaure 
hemmt die Apfelsiuredehydrierung iitberhaupt nicht, auch wenn 
ihre Konzentration die Konzentration der Apfelsdure tbertrifft. 

Oxalessigsiure hemmt die Dehydrierung selbstverstiéndlich 
sehr stark, da die Gleichgewichtskonstante der umkehrbaren 
Oxydoreduktion zwischen Apfelsiure und Cozymase sehr stark 
zugunsten der Apfelsiure verschoben ist®). Diese Hemmung kann 
durch zwei verschiedene Abfangsmethoden beseitigt werden: ent- 
weder durch Cyanid unter Bildung von Oxalessigséurecyanhydrin 
oder durch Glutaminsiure in Gegenwart von Transaminase®) unter 
Bildung von Asparaginséure und Ketoglutarsaure. 

Die Abfangsmethode durch Cyanid ist leichter verwendbar. Es 
lag aber die Méglichkeit offen, daB Cyanid nicht nur zum Ab- 
fangen der Oxalessigsiiure, sondern vielleicht auch zur Aktivierung 
der Dehydrase, etwa wie bei den hydrolytischen Fermenten, ndtig 
ware. Deshalb wurde die enzymatische Abfangmethode aus- 
gearbeitet. Wir verwendeten Transaminasepraparate, die voll- 
stindig frei von Apfelsiuredehydrase und Diaphorase waren*). 
Wenn man nun im oben angefiihrten Test KCN fortlaBt, erhilt man 
eine kleine Atmung, die durch die entstehende Oxalessigsdure ge- 
hemmt wurde. Gibt man Glutaminsiure und Transaminase zu, so 
wird diese Hemmung teilweise aufgehoben. Bei zunehmender 
Transaminasekonzentration erreicht die Reaktionsgeschwindigkeit 
bald ein Maximum, das aber noch immer nur 45°/, der Reaktions- 
geschwindigkeit in Gegenwart von KCN erreicht. 

AuBer der Méglichkeit der geschilderten Cyanidaktivierung der 
Dehydrase scheint uns noch eine andere Deutung dieser Ergebnisse 
beachtenswert. Beseitigt man die Hemmung durch Cyanidzusatz, 
so kann Oxalessigsiure in unmittelbarer Nahe der Apfelsiure- 
dehydrase, ihres Entstehungsortes, mit dem in relativ hoher 
Konzentration vorhandenen Cyanid reagieren. Beseitigt man die 
Hemmung enzymatisch, so muB die Oxalessigséure zuerst von der 
Dehydrase loskommen und kann erst in der Lésung mit einem 
Transaminasemolekiil und Glutaminséure zusammenkommen. Ks 
ist deshalb zu erwarten, daB mit Cyanid hodhere Reaktions- 
geschwindigkeiten erreicht werden. 


*) Gewaschenes Herzmuskelgewebe wurde mit Sand und mit 1 Volumen 
m/10-Phosphatpuffer von py 7,3 verrieben und dann zentrifugiert. Die iiber- 
stehende Suspension wurde fiir 15 Minuten bei 60° gehalten und dann 
zentrifugiert. Transaminase bleibt dabei in der Lésung. 
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Der gefundene Unterschied zwischen Cyanid- und Trans- 
aminasewirkung kann besser mit der eben geschilderten zweiten 
Annahme erklart werden. Denn wenn eine Cyanidaktivierung statt- 
fande, so ware ein viel gréBerer Unterschied zu erwarten. 


IV. Versuche iiber die Bedeutung der Zellstruktur 
in der Apfelsduredehydrierung 


Apfelsiuredehydrase und Diaphorase kommen ‘beide im 
Muskel unléslich, strukturgebunden vor. Dies wirft die Frage auf, ob 
vielleicht diese beiden Fermente, die zusammen mit Cozymase die 
Reaktion zwischen Apielsiure und Methylenblau katalysieren, in 
der Weise an die Struktur fcs+ verankert sind, daf sie sterisch 
giinstig orientiert, die Reaktion viel schneller katalysieren konnen, 
als wenn sie beide gelést waren. Da beide Fermente nun sowohl 
in geléster Form, wie auch strukturgebunden (in gewoéhnlichen 
| Muskelsuspensionen) zuginglich sind, konnte diese Frage be- 
oF antwortet werden. Interessan‘erweise stellte sich heraus, daB die 
| Reaktionsgeschwindigkeit in Lésung und in der Muskelstruktur 
gleich groB ist. Mit anderen Worten: Cozymase kann, wenn sie 
wie im Muskel in hinreichend grofer Konzentration vorhanden ist, 
oy schnell genug zwischen den beiden HiweiBkorpern hin und her 
; : pendeln, auch wenn diese beiden nur in einer Konzentration von 
10-7 Mol/Liter vorhanden sind. 

Die Versuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt : Gewaschener 
Schweineherzmuskel wurde mit Sand und mit 2 Volumen m/10- 
Phosphatpuffer von px 7,3 verrieben. Nach Zentrifugieren erhialt 
man eine Suspension, die ungefahr die Halfte der gesamten Apfel- 
sduredehydrase und die Halfte der gesamten Diaphorase des 
Muskels enthalt. Diese Suspension diente als das struktur- 
gebundene System. Es sei hier wieder betont, daB Apfelsaure- 
dehydrase in der Waschfliissigkeit oder im Phosphatpuffer nicht 
| gelost wird. 
= Aus demselben gewaschenen Muskel wurde ein Teil mit 6 Vo- 
| lumen Aceton und dann mit 2 Volumen Aceton getrocknet. Der 
a Trockenmuskel wurde mit 12 Volumen Phosphatpuffer extrahiert. 
: ] Dieser Phosphatauszug, der keine Diaphorase mehr enthalt, diente 
als l6sliche Dehydrase. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Dehydrierung wurde nun im 
oben beschriebenen Test bestimmt, zuerst mit 0,05 eem der Muskel- 
suspension, ohne Diaphorase, und dann mit derselben Merge 
Muskelsuspension in Gegenwart von steigenden Konzentrationen 
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an reiner, zugesetzter Diaphorase. Der Diaphorasegehalt der 
Muskelsuspension wurde durch die Bestimmung des Flavinadenin- 
dinucleotidgehalts ermittelt. Nach dieser Bestimmung enthielt 
0,05 cem der Muskelsuspension 0,08» Flavin in Form von Dia- 
phorase. Bringt man nun die Reaktionsgeschwindigkeit gegen die 
Diaphorasekonzentration auf ein Koordinatensystem (Figur), so 
sieht man, daB die Kurve keinen Knick bei dem Ubergang von 
ungeléster zu geléster Diaphorase aufweist (die Diaphorase- 
konzentration setzte sich in diesem Falle aus 0,08 y Diaphorase- 
Flavin der Muskelsuspension und aus dem zugesetzten 0,086—3,6 » 
Flavin der reinen gelésten Diaphorase zusammen. 


60 
x ° 
x Muskelsuspension + Diuphorase 
o Geléstes| System 
40 
d 
20 
Flavin sl Muskel suspension 
| 


92 04 06 08 10 
\7 Diaphorase -Flavin 


Dieser Versuch wurde noch durch einen anderen ergiinzt. Aus 
dem ersten Versuch geht hervor, daB die Apfelsiuredehydrase der 
0,05 cem Muskelsuspension in Gegenwart von 0,72y Flavin ent- 
haltender Diaphorase schon maximal wirkt. Nun wurde die Menge 
des Phosphatextraktes (= geléste Dehydrase) bestimmt, die mit 
ebensoviel Diaphorase dieselbe Reaktionsgeschwindigkeit gibt; 
sie betrigt 0,12 cem. Dies entspricht etwa zweimal soviel Muskel- 
gewebe, wie 0,05 ccm der vorher gebrauchten Muskelsuspension. 
Da durch das Trocknen und durch unvollstindige Extraktion ein 
Teil verloren gegangen ist, ist der Unterschied nicht entscheidend. 
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Mit 0,12 cem Phosphatextrakt wurde nun wieder die Reaktions- 
geschwindigkeit als Funktion der Diaphorasekonzentration unter- 
sucht. Die dabei erhaltenen Werte liegen auf derselben Kurve 
(Figur), wie die erste Reihe der Werte, die mit der Muskelsuspension 
erhalten wurden. So erfordert z. B. dieselbe Apfelsiiuredehydrase- 
menge (= dieselbe Reaktionsgeschwindigkeit wenn mit Diaphorase 
gesittigt) zur Halbsittigung (=die Halfte der maximalen Re- 
aktionsgeschwindigkeit) dieselbe Konzentration an Diaphorase, in 
diesem Falle 0,03 y Flavin/ecm. Es ist also gleichgiltig, ob die 
Dehydrase an die Struktur gebunden oder in Lésung vorhanden ist. 


Herrn Professor A. Szent-Gyérgyi danke ich fiir seine An- 
regung und Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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Berichtigung 
zu K. Weinig, Diese Z. 278, 158 (1942): ,,Die Bleibestimmung 
im Knochen auf polarographischem Wege“ 
Es mu8 auf S. 161, Zeile 24 statt 
,,Methylrotpapier“ heiBen: ,,Methylorangepapier“. 


Berichtigung 
zu Ernst Huf, Diese Z. 274, 66 (1942): ,,Eine neue Methode 
der biologischen Prolantitration“. 


Auf §. 73 in Fig. 3 sind versehentlich nur die Endpunkte der Senk- 
rechten wiedergegeben und diese selbst nicht mit eingezeichnet worden. 


Berichtigung 
zu Ernst Huf und Grete Widmann, Diese Z. 274, 88 (1942). 
Auf 8.92 muB es im 4. Absatz, Zeile 5 statt 12,5°/, heiBen: 25 °/,. 
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Bei den abgebildeten 3 Vergleichsaufnahmen von Pentdvopentspektren 
handelt es sich um: 


A. Pentdyopent Nr. 4. 

B. Pentdyopent Nr. (basisches Divinylpentdyvopent). 

Pentdvopentgemisch aus Timin (Pentdvopent 1,2, 8 und 4). 

ID). Pentdyopentgemiseh aus Bilirubin, 

Pentdvopent aus dem isolierten natiirlichen Propentdvopent. 

Pentdvopent Nr. o. 

Die grobe Unschirfe der Bande, die eine Auswertung sehr erschwert, 
ist deutlich zu erkennen. Die beiden extremen Absorptionen A und B 
setzten sich treppenfoOrmig voneinander ab, wiihrend der gerade fiir physio- 
logische Untersuchungen wichtige Unterschied zwischen C und D im Ver- 
gleichsspektroskop nur dem = geitbten Auge erkennbar, aber deutlich ist. 
In der Abbildung tritt der Unterschied zwischen © und D> klarer beim 
schriigen Betrachten von unten hervor. und F sind wieder bedeutend 
leichter zu unterscheiden. 


Hoppe-Sevler’s Zeitschrift: fiir physiologische Chemie. Band 275, Tafel 1 
7u Henning von Dobeneck, 


Uber die Pentdyopentreaktion. V. Mitteilung* 


(Seite 6 und 7) 
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An unsere Herren Mitarbeiter! 


Wir sehen uns in Zukunft auferstande, den Wiin- 


schen nach Lieferung von Mehr-Sonderdrucken in 
dem bisherigen Lmfang zu entsprechen, da uns das 


Papier dafiir nicht mehr zur Verfiigung steht. 


Wir bitten deshalb unsere Herren Mitarbeiter, ihren 


Bedarf an Sonderdrucken auf das auferste zu be- 
schranken und sich mdglichst mit der tiblichen Zahl 
von 40 abzufinden. Mehr als das Doppelte, das sind 


SO Stiick, kénnen wir keinesfalls mehr liefern. 


Die Not der Zeit zwingt uns zu dieser Mafinahme, 
die wir hoffentlidh:h in nicht zu langer Zeit wieder 


werden fallen lassen kénnen. 


Berlin, im Juni 1942. 


Der Verlag Walter de Gruyter & Co. 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer. méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrégliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaif auf die Preisgestaliung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leichi lesbar abgefafte Schriftsdtze ermédglichen auch 


der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck geiangen. 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


I. Briickner; Hellmuth Mittenzwei; Caspar Tropp und W.Stoye; H. Kraus 

und Marta Weber; Emil Abderhalden; Franz Lanyar (2); Eberhard Stier; 

Hj. Staudinger; Klaus Schwarz (2); Torben K, With (2); Josef Schmidt-Thomeé (2); 

Josef Schmidt-Thomé und Hilke Augustin; F. Michel, H. Emde und H. Dorner; 
F. Michel und IH. Emde. 


Fiir die hdufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 
Diese Z. Zeitschrift fiir 


Amer. J. Physiol. 
Arch £. exper. Path. 


== Hoppe-Seyler’s 
logische Chemie. 

==: American Journal of Physiology. 

== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

== Biochemische Zeitschrift. 

Biochemical Journal. 

Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bulletin de la Société chimique de France. 

Chemisches Zentralblatt. 

Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 

de l’Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta. 

= Journal American Chemical Society. 

== Journal of Biochemistry. 

= Journal of Biological Chemistry. 


Physio- 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemie. J. 

Bull. Soc. Chim. biol. 
Bull. Soe. chim. 
Chem. Z. 

C.r. Aead. Sci. 


Helvet. chim. Acta 
J. Amer. Chem. Soc. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 


J. of Physiol. == Journal of Physiology. 
J. prakt. Chem. = Journal fiir praktische Chemie. 
Landw Versuchsstat. = [Landwirtschaftliche Versuchsstation, 


Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 


Mh. Chem. = Monatshefte fiir Chemie. 
Naturw. = Die Naturwissenschaften. 


Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


= Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

= Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre, 
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Apparate fiir die Extraktion— 
von Flissigheiten mit nicht 
_mischbaren Fliissigkeiten. 
Durch die eingebauten Glas- 


filterplatten wird cine feine 
gleichmabige Verteilung des 
-Extraktionsmittels erreicht. 


Bitte Druckschrift 7200 onfordern vom 


JEN GLASWERK SCHO TT & GEN., JENA 


Arbeitsmethoden der modernen Naturwiffenfchaften 


Soeben erschien: 


Methoden der Lebensmittelchemie 


von Dr. phil. habil. R. Strohecker, Oberchemierat, Direktor des stadt. Lebensmittel- 
untersuchungsamtes und Instituts fiir Lebensmittelchemie in Gelsenkirchen. Mit 43 Ab- 
bildungen und 15 Tafeln. Oktav. XI, 199 Seiten. 1941. In Halbl. gebunden RM 12.— 
..- Das vorliegende Buch hat es sich zur Aufgabe gestellt, dem wissenschaftlichen und prakti- 
schen Lebensmittelchemiker in Behdrde, freiem Beruf und Industrie und demjenigen, der sich 


erstmalig mit solchen Methoden zu befassen hat, ein Vademecum zu sein, das ihm nur kritisch 
gesichtete Methoden angibt. 


Frtiher erschien: 


Taschenbudh fiir die Lebensmittelcdhemie 


Hilfstabellen fiir die Arbeiten des Chemikers, Lebensmittelchemikers, Garungschemikers, 
Fettchemikers, Wasserchemikers und verwandte Berufe. 

Zusammengestellt und bearbeitet von Dr. A. Thiel, 0. 6. Prof. an der Universitat 
Marburg und Dr. R. Strohecker, Oberchemierat in Gelsenkirchen unter Mitwirkung 
von Dr. H. Patzsch, Stabsapotheker, Wehrkreis-Sanitatspark VI, Osnabriick. Oktav. 
XI, 173 Seiten. 1938. Gebunden RM 8.60 


Dieses Taschenbuch ist als eine Erganzung der ,,Logarithmischen Rechentafeln fiir Chemiker‘ 
von Kiister und Thiel fiir das Gebiet der Lebensmittelchemie im weitesten Sinne gedacht. Es 
bringt das neueste Zahlenmaterial zur Auswertung der Messungsergebnisse fiir die Untersuchung 
oder Bestimmung von Milch, Wasser und Abwasser, Alkohol, Zucker und Extrakt, Wein und 
Fetten, sowie eine Reihe von Tabellen fiir den allgemeinen chemisch-analytischen Gebrauch. 
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